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第Ⅰ章 序論  
 
１．研究背景  
動脈硬化性心血管病 (atherosclerotic cardiovascular disease: ASCVD)は、生活習慣
病の中でも特に自覚症状に乏しく進行し、生命にかかわる状態や重度の障害に陥
りやすく QOL の大きな低下を招くため、その予防は重要である。ASCVD の予防
としては食習慣の見直しや運動習慣の継続などが重要であることが広く知られて
いる。生活習慣病は、遺伝的要因に不健全な生活の積み重ねなどの環境要因が加
わることにより内臓脂肪型肥満となり、引き起こされる疾患の総称である (厚生労
働省 , 2016; 国立循環器病研究センター , 2016)。  
健康な地域住民を対象に食生活を中心とした質問紙調査と内臓脂肪蓄積、動脈
硬化、骨粗鬆症の指標となる各種測定値の関連について調査をした筆者らの先行
研究 (Nagai, Uyama, & Kaji, 2013)においては、各種食品の摂取頻度に加えて食事の
様式がより強く生活習慣病と関連があることが明らかとなり、個人のライフスタ
イルに合わせた食生活に関する指導の必要性が示唆された。また、運動習慣につ
いて調査をした筆者らの先行研究 (Nagai, Uyama, & Kaji, 2015)では、健康づくりに
積極的な住民が対象であったが、必ずしも運動習慣が生活習慣病の指標と良い関
係があるとは限らず、生活習慣病には複雑な要因が関連しており単純に運動をす
れば生活習慣病が確実に改善するというものではないと考えられた。  
ASCVD 発症リスクが高く、食事や運動などの生活習慣の是正が困難であり症
状の進行がある場合には、薬物療法の適応が予測される。しかし、糖尿病ではイ
ンスリン抵抗性改善を目指す積極的な介入により発症予防が可能であり、かつ薬
剤よりも生活習慣に対して介入することが効果的であることが報告されており
(近藤ら , 2008a)、ASCVD においても生活習慣是正の中で効果的な方法を検討する
ことが有用であると考えられる。  
これらのことから、食事や運動などの生活習慣是正を基本とした中で、その効
果を高める ASCVD 予防方法として、骨格筋機能の活用に注目するとともに、骨
格筋機能を高める温熱刺激効果が ASCVD 予防に有効であるのか検証をする必要
性を考えた。筆者らの先行研究 (Nagai, Morita, Mori, Sakashita, & Kaji, 2015)では、
健康な男性 6 名 (34.5±3.9 歳、Body mass index: BMI 21.18±2.5) (mean±SD)と女性 6
名 (34.3±3.7 歳、BMI: 20.2±2.0)を対象として温熱シートによる大腿部の骨格筋へ
温熱刺激（1 日 5～8 時間、10 週間）を与え、骨格筋への温熱刺激後に血中アディ
ポネクチンの上昇と女性における血中 suPAR (soluble uPAR)濃度の低下が確認さ
れた。  
骨格筋は、近年、分泌器官として代謝の中心的存在であると注目されており、
ASCVD をはじめとする生活習慣病への関連が報告されている。骨格筋から分泌
されるマイオカインには、血流にのり他の器官へ作用すると考えられているホル
モン様の様々な生理活性物質がある。マイオカインについてはまだその効果や作
用メカニズムを明確に証明しているものはないが、心疾患の予防改善や動脈硬化
の改善、血圧低下、骨密度の増大、糖尿病の予防・改善、癌発症率の低下など様々
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な効果に影響していると考えられている (眞鍋 , 2014)。また、骨格筋はインスリン
による筋細胞への糖取り込みの場、アディポネクチン受容体が分布していること
もよく知られている。骨格筋の機能を向上させる方法としては、運動や温熱効果
などが挙げられる。  
全身または局所への温熱刺激では、HSP (heat shock protein) 72 などの熱ショッ
ク応答経路が活性化され関連遺伝子の発現誘導により、体重減少や糖代謝が改善
されることが報告されている (Chung et al., 2008; Goto, Sugiura, Ohira, & Yoshioka, 
2008; Hooper, 1999; 近藤 , 古賀 , 甲斐 , 荒木 , 2010)。骨格筋においても、骨格筋細
胞内の HSP72 の増加は運動負荷、虚血、疲労などのストレスに対する抵抗力が強
くなることが知られており、近年ではインスリン抵抗性への関わりも注目されて
いる (中野 , 中願寺 , 片岡 , 2012)。温熱刺激がもたらす血管拡張・血流増加による
温度の上昇は、運動やストレッチと同様に骨格筋の肥大や増強をもたらし、成長
ホルモンのレベルを上昇させると言われている (Goto, 2005, 2011)。  
アディポネクチンは、脂肪組織由来内分泌因子の総称であるアディポサイトカ
インの中で脂肪組織特異的に高発現している遺伝子 apM1 (adipose most abundant 
gene transcript)の産物で 1996 年に松澤らによって発見された (Hui, Lam, Vanhoutte, 
& Xu, 2012; Yamauchi, Iwabu, Okada-Iwabu, & Kadowaki, 2014; 前田 , 松澤 , 2008)。
男性で約 6μg/mL、女性で約 9μg/mL を中央値として血中に豊富に存在するホルモ
ンである。健康人においてアディポネクチン血中濃度は日内変動がなく安定して
いることが知られている。その血中濃度は厳密にコントロールされていることか
ら複雑な合成・分泌経路が存在すると考えられているが、アディポネクチン分泌
に関与する介在物質については明らかにされていない (Tanioka et al., 2010)。また、
アディポネクチンの血中濃度は BMI や内臓脂肪量と有意な逆相関を示し、減量に
より増加することが報告されているが増減するメカニズムも明らかにされていな
い (脇 , 山内 , 門脇 , 2008)。  
温熱刺激によるアディポネクチン濃度の上昇は、骨格筋におけるアディポネク
チンの結合能力の低下やアディポネクチン受容体機能の低下、受容体 mRNA 発現
の低下など、アディポネクチン作用が低下して血中濃度が上昇していた可能性も
否定できない。しかし、アディポネクチン受容体の発現調節は明らかにされてお
らず、発現量の変化と病態がどのようにかかわっているのかも解明されていない
(土田 , 2008)。  脂肪細胞や骨格筋細胞での温度変化によるアディポネクチン分泌
に関する報告もなされてない。  
uPAR (Urokinase-type plasminogen activator receptor)は様々な免疫活性細胞にあ
る膜結合型の多機能性糖タンパクでその発現は炎症で上昇することが知られてい
る (Donadello, Scolletta, Covajes, & Vincent, 2012; Outinen et al., 2013; Thuno, Macho, 
& Eugen-Olsen, 2009)。プラスミノゲンを活性化することにより線溶活性を惹起す
る uPA (Urokinase-type plasminogen activator)の特異的な受容体であり線溶系の制
御に重要な役割を果たしている。suPAR は細胞接着、遊走、走化、タンパク分解、
免疫活性、組織リモデリング、浸潤、シグナル変換などの免疫機能の一部を担っ
ており (Thuno et al., 2009)、アテローム硬化性プラークの形成において細胞接着や
遊走、分化なども誘導している (Fuhrman, 2012)。先行研究 (Nagai et al., 2015)での
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骨格筋への温熱刺激が女性における suPAR の血中濃度を低下させたことは抗炎症
作用をもたらす可能性が考えられる。 suPAR の低下は血中 uPA の suPAR への結
合を減らし、uPAR への結合を増加させた可能性が考えられ、女性における線溶
亢進による抗動脈硬化作用の可能性も考えられる。また、suPAR の増加には細胞
膜上での uPAR の切断に関与する酵素等の活性が予測される。しかし免疫活性に
は suPAR が走化効果の調整に関与しているが、細胞膜上からの suPAR の切断や
走化のメカニズムについてはまだ明らかにされていない (Thuno et al., 2009)。  
これらのことから、生体における骨格筋への温熱刺激は、骨格筋の細胞機能な
どに影響を与え、動脈硬化や脂質代謝など ASCVD 予防に関連する因子へ影響し
ている可能性が示唆されたが、細胞内の変化、血中アディポネクチン値や suPAR
値が変動した機序は不明であり、また、温熱刺激を ASCVD 予防に活用すること
ができるのかを検討する必要があると考え、本研究においては、SkMC への温熱
刺激効果を網羅的に調べることとした。生体内でおこる化学反応の動きを調べる
には、関与する遺伝子の転写物や酵素量の活性、さらに関与する代謝物の網羅的
な計測が重要となる (Japanese Society for Bioinformatics, 2006)。温熱ストレスへの
反応は複雑であり網羅的なマイクロアレイとバイオインフォマティクス解析が期
待されている (Tabuchi, Furusawa, & Kondo, 2011)。  
骨格筋への温熱効果による ASCVD 予防に関しては、骨格筋から分泌される生
理活性物質が関連しており、運動 (真鍋 , 2014)や骨格筋への温熱刺激は ASCVD 予
防効果をさらに高める (Chung et al., 2008; 近藤ら , 2010; 荒木 , 甲斐 , 2008)ことが
知られている。熱などの環境ストレスが骨格筋に与える影響はまだ十分に解明さ
れておらず (Petrie et al., 2016)、温熱刺激による骨格筋への影響から代謝機能改善
作用、抗炎症、抗血栓作用などを明らかにできれば、将来的に温熱刺激効果を活
用した ASCVD の予防への活用の可能性があるのかを検討することに繋る。  
 
２ .  研究目的  
本研究の目的は、培養ヒト骨格筋細胞遺伝子発現プロフィールの変化を観察す
ることにより温熱刺激が動脈硬化予防に有効かつ安全で、臨床応用が可能かどう
かを検討することである。また先行研究で明らかにした健常成人の大腿部骨格筋
温熱刺激による抗動脈硬化作用と考えられた血中アディポネクチン上昇や suPAR
減少が骨格筋細胞を介したものかどうかを確認することである。  
 
３．研究意義  
本研究の意義は、Bioinformatics の手法による研究結果によって、温熱刺激効果
を動脈硬化予防の目的に応用することが可能かを検討する in vivo の研究に繋ぐ
ことができることである。 In vivo においても温熱刺激効果が ASCVD 予防に有効
であることが確認されれば、ASCVD の予防に貢献することができる。  
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４．用語の定義  
 本研究で使用する用語を以下のように定義した。  
 
１）温熱刺激   
温熱は、「あたたかく感じる熱、あたたかさ」と定義されている (新村 , 2008)。
刺激は、生物体に作用してその状態を変化させ何らかの反応を引き出すことやそ
のものであるとされている (新村 , 2008)。生体に働いて生細胞の活動を誘発するよ
うな作用因子を言い (ブリタニカ・ジャパン , 2009)、身体またはその部位、器官を
刺激してその活動を増大させる (高久 , 2008)。  
また、細胞あるいは生体の興奮性の変化を引き起こす外部からの物理的・化学
的な要因を刺激といい、個体としては多くの場合、感覚受容器より刺激を受ける
が体液などの成分の変化も刺激となり、外部とはある被刺激性細胞に対してその
細胞外環境を意味する。また、興奮性細胞の場合は細胞への直接的な電流も刺激
となる (伊藤ら , 2009)。  
本研究においては、生体にあたたかさと生体内の細胞活動へ変化をもたらすも
のを温熱刺激と定義し、細胞においては熱による細胞内外の環境変化をもたらす
要因を温熱刺激と定義した。  
 
２）代謝   
代謝とは、組織内で起こる化学または物理的変化の全体、小さな分子を大きな
分子に変える反応である同化と大きな分子を小さな分子に変える反応である異化
からなる (高久 , 2008)。生物が外界から摂取した無機物質や有機化合物を素材とし
て、自らの生命活動のために必要な物質を合成する活動と、食物中あるいは体内
の糖質、脂質、タンパク質に蓄えられているエネルギーを生体内の化学反応に利
用できる形に変換する活動 (高井 , 2007)とも言われ、つまりは生体内で行われる物
理化学反応の総体、または特定の分子に関与する物理化学反応の総体 (Japanese 
Society for Bioinformatics, 2006)、細胞内で起こる生化学反応の総称である (中村 , 
2008)とされている。これらの代謝の恒常性の破綻が生活習慣病や発がんに影響す
ると考えられており、グルコースやアミノ酸など、細胞が生存・増殖するために
必要な栄養素が不足することで引き起こされるストレスを代謝ストレスと言う
(吉川 , 2015)。  
本研究においても細胞内または生体内で起こる生化学反応を代謝と定義し、温
熱刺激を受けて細胞内または生体内で起こる反応の変化を代謝への影響と捉えた。 
 
３）遺伝子発現  
遺伝子発現とは、遺伝子がその機能を現わすこと、DNA が転写・翻訳されて機
能を持つタンパク質を合成したり、リボソーム RNA や転移 RNA などのような機
能を持つ転写産物を合成したりすること (新村 , 2008)、①検出可能な遺伝子の効果、
②遺伝形質の発現 (高久 , 2008)、遺伝子により決定される形質が表現型として現れ
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ること (伊藤ら , 2009)などと説明されている。形質とは、生物の分類の指標となる
形態的な要素・特徴・標徴、表現型として現れる形態的・生理的な各種の遺伝的
性質である (新村 , 2008)。また、遺伝子発現は、DNA に貯蔵された情報（塩基配
列情報）を転写（RNA 合成）によって情報を選択しながら分子形態を置換する過
程、および転写によって生じた mRNA から翻訳（タンパク質合成）によって遺伝
情報をタンパク質へと情報を変換する過程などからなる。 (Japanese Society for 
Bioinformatics, 2006)。また、遺伝子がゲノムの複製という形で、生物個体の遺伝
形質を次世代へ保存するのみならず、遺伝子自身が持つ情報をそれ自身が含むプ
ログラムに従って RNA やタンパク質という機能をもつ遺伝子産物の形に表現す
ることを遺伝子発現という (村松 , 2008)とされており、必ずしも形態的な表現型の
みのことを指すのではなく、DNA から mRNA への転写など遺伝子の機能を現わ
すまでの過程のことも遺伝子発現であると述べられている。  
本研究では、遺伝子発現を定量化する技術である DNA マイクロアレイ解析を
用いており、遺伝子発現とは、遺伝子発現の最初の過程である DNA からの転写、
遺伝子産物として表現された mRNA を定量化したものであると定義した。本研究
における遺伝子発現の増加または減少とは、DNA マイクロアレイ解析において検
出された mRNA 量のことを示し、ある遺伝子が細胞の中で活発に転写されたか否
かを評価する。また、増減を含む説明として遺伝子発現変動と表記をした。  
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第Ⅱ章 文献検討  
 
１．生活習慣病予防への取り組みにおける課題  
生活習慣病の予防については、厚生労働省の対策において個人が日常生活の中
での適度な運動、バランスの取れた食生活、禁煙を実践することで予防できるも
のとされており、食生活の改善と運動習慣の定着が一次予防として重要視されて
いる (厚生科学審議会地域保健健康増進栄養部会 , 次期国民健康づくり運動プラ
ン策定専門委員会 , 2012; 厚生労働省 , 2016)。しかし、食習慣の把握は難しいとさ
れ (厚生科学審議会地域保健健康増進栄養部会 , 次期国民健康づくり運動プラン
策定専門委員会 , 2012)、食習慣の把握を基本とする食事指導も難しいと考えられ
る。  
疾患発症リスクの高い人においては、薬物療法などが適応されるが、その前に
は食事療法や運動療法による生活習慣の是正が重要となる (津下 ,  2016)。しかし、
薬物療法に至る前では、長年の生活習慣の積み重ねであるため自覚症状にも乏し
く行動変容に至らない傾向が報告されている (Goto, et al., 2002; 津下 , 村本 , 加藤 , 
2014)。運動や食事などの生活習慣の変更は長期間の継続により効果が得られるが、
中断によって効果がなくなることや長期間に渡る継続の困難 (Soyano et al., 2006; 
渋谷ら , 2008; 津下 , 2016;) やコントロールの困難さ  (久野 , 田辺 , 吉澤 , 2011)な
どが課題であるとされている。継続支援については研究報告も少ないことが指摘
されている (高木ら , 2009)。  
行動変容を促進させる要因としては、明確な動機、実行可能性が高いこと、抵
抗感がないことが挙げられ、日常生活のストレスが行動実践の妨げとなっている
ことが報告されている (高木ら , 2009)。生活習慣改善による検査結果の改善などは
達成感を感じられ自己効力感が高められる (Murakami, Umeki, & Taeko, 2009)こと、
無症状の期間においては検査結果などでしか確認することができない (津下
ら ,2014) ことなどから、改善効果が得られにくい場合には自己効力感の低下が推
測される。生活習慣における行動がよりよい行動へと変化していくには心理的な
要因が大きく関係すると言われ、その要因の中でも自己管理行動に対する自信や
可能性に対する認知である自己効力感が重要な存在として含まれる（近藤 , 山西 , 
野田 , 2008b; Sugunari, Izumino, Sawada, & Takama, 2002)。脂質異常症や高血圧など
の ASCVD リスク状態にある人が生活習慣の是正が困難な場合には、自己効力感
の低下や消失による場合が多いことも知られている (Kimura 2011)。自己効力感を
高めるには、医療従事者によるサポートや主体的に生活管理をしていくことが重
要であるとされている (Sugunari et al., 2002; 高木ら , 2009)。  
また、健康づくりに積極的な地域住民では既に運動習慣や食生活の見直しなど
積極的に取り組んでいることも多いことが報告されている (Fukatsu & Sakamoto, 
1993)。まちの保健室などへの参加者 (Fukatsu & Sakamoto, 1993; Nagai et al., 2013)
や健康教室への参加者 (津下 , 2014)、健診参加者 (Fuchino, 2002)はもともと健康な
生活習慣であることも予測されており、健康な生活習慣をしている者ほど生活習
慣の変更によって検査結果の改善が起こりにくいことも知られている (山縣ら , 
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1995)。生活習慣改善による検査結果の改善などが起こりにくい場合でも、骨密度
や血管老化度などは加齢を考慮すると現状維持であっても効果があると判断され
ることも考えられている (Nagai et al., 2013)。  
生活習慣は極めてプライベートなことで本来他者から干渉されると不快感を覚
え (川田 , 2002)、過剰な介入は健康人にとってストレス負荷から肥満や飲酒量の
増加などとなりその結果、不健康な状態を招く可能性がある (森本 , 2002)。また、
メタボリックシンドローム (Metabolic syndrome: MS)やその予備軍に対しては、
保健指導が義務付けられておりどのような保健指導を実施すれば効果を挙げられ
るかがが最も求められている (山崎 , 片上 , 今井 , 2010)が、MS に対する保健指導
の効果や効果を検証した報告 (Nanri et al., 2012)はあるものの、効果的な保健指
導の方法論が確立されておらず、その指導効果は限定的であるとされている (山崎  
et al., 2010)。  
 
２．骨格筋が代謝に及ぼす影響  
骨格筋は骨と骨をつなぎとめ、収縮することで骨格に動きを与える臓器であり、
健康的な日常生活を送るうえで重要である。骨格筋の機能低下は日常生活に制限
を加え、QOL の低下に密接に関連する。ヒトの場合、筋肉（骨格筋、心筋、平滑
筋）は体重の約 70%を占め 600 以上の種類がある。このうち骨格筋は体重の約 40%
を占める生体最大の臓器でその種類は 400 に及ぶ (藤井 , 2014)。  
骨格筋の量と質は身体活動・環境・病態などによって変化することが知られて
いる。運動トレーニングの継続で骨格筋量は増加するが、栄養不足や寝たきりに
よって骨格筋の萎縮が生じる。基礎代謝における骨格筋の熱消費量は全身の 30%
と言われており、人体のエネルギー消費の最も盛んな臓器である (亀井 , 小川 , 
2015)。  
近年、骨格筋は運動器官としての役割だけでなく全身の代謝調節と関わる分泌
器官としての役割も注目されている。マイオカインと呼ばれる骨格筋から分泌さ
れて血流にのり、他の器官へ作用すると考えられているホルモン様の様々な生理
活性物質がある。マイオカインについてはまだその効果や作用メカニズムを明確
に証明しているものはないが、心疾患の予防改善や動脈硬化の改善、血圧低下、
骨密度の増大、糖尿病の予防・改善、癌発症率の低下など様々な効果に影響して
いると考えられている (真鍋 , 2014)。また、骨格筋はインスリンによる筋細胞への
糖取り込み、アディポネクチン受容体が分布していることなども知られている。
ヒトにおいて骨格筋は最大のブドウ糖消費臓器であり、体内における糖脂質パラ
メータを恒常的に保つこと関与している (岩部 , 山内 , 2008)。糖尿病におけるイン
スリンによる末梢での糖取り込み低下は、全身の臓器のうち主に骨格筋に起因す
ることも明らかにされている。運動による骨格筋量の増加は糖の取り込みを増加
し、インスリン抵抗性を改善する (亀井 , 小川 , 2015)。運動の生理効果は、運動時
に生じる急性効果と、運動を繰り返すことによって生じる慢性効果に分けること
ができる。急性効果は運動時に骨格筋で多量に消費されるエネルギーを補うため、
脂肪や炭水化物を燃焼させるように酵素活性が増加する反応であり、骨格筋内の
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エネルギーの状態を感知する AMPK の活性化が想定されている。つまり、運動に
よる急性効果ではインスリンとは異なる経路で血糖値を低下させることができる。
一方、慢性効果では骨格筋の赤筋化、ミトコンドリア数の増加と糖輸送担体タイ
プ 4 (Glucose transporter type 4: GLUT4) 量の増加がある。適度な運動によりミト
コンドリア機能（有酸素運動のためのエネルギーである ATP を産生すること）が
向上し、さらに GLUT4 量の増加により血糖の取り込み能力が向上する。GLUT4
は骨格筋、心筋、脂肪細胞に豊富に発現し、インスリンや筋収縮による糖取り込
みを担っている。GLUT4 は通常は細胞内に存在するが、インスリンがインスリン
受容体に結合して活性化された因子により糖取り込みを促進させる刺激が加わる
と、細胞膜に移動して、細胞内への糖の取り込みの輸送経路として働いている (亀
井 , 小川 , 2015; 坂本 , 2014)。  
 
３．アディポネクチン増減に影響を与える因子  
アディポネクチンは血中に豊富に存在し男性で約 6μg/mL、女性で約 9μg/mL を
中央値としている。その血中濃度は日内変動がなく、肥満度や内臓脂肪量と有意
な逆相関を示し減量により増加する。冠動脈疾患に基づく検討から、4μg/mL 未満
を低アディポネクチン血症とするのが妥当であると考えられており (木原 , 2008)、
アディポネクチンの血中濃度が高いのは、体内に多く分布する脂肪組織から大量
に産生されること、アディポネクチン多量体の分子量が大きく尿中などに排泄さ
れないためであると考えられている (大本 , 村口 , 藪内 , 船橋 , 松澤 , 2008)。アディ
ポネクチンは、その血中濃度が BMI や脂肪量と逆相関することが報告されている
が (Arita et al., 1999; Conroy et al., 2011)、皮下脂肪との関連については明らかでな
い (伊藤 , 藤川 , 2008)。  
血管壁においては接着分子の誘導抑制、マクロファージ泡沫化の抑制などを介
して抗動脈硬化作用を有し、骨格筋や肝臓においては受容体を介してグルコース
代謝や脂質代謝を調節したり、インスリン抵抗性を改善する働きも持っており
(Yamauchi et al., 2014; 広瀬 , 2008)、肥満関連代謝合併症、脂質異常症、非アルコ
ール性脂肪肝、癌などに様々な良い影響 (Wang, Lam, Yau, & Xu, 2008)を与えるこ
とが知られている。さらに、アディポネクチンは膵 β 細胞に直接働いてインスリ
ン分泌を促進すること、中枢に働いてエネルギー調節に重要な作用を持っている
ことなども分かっている (原 , 門脇 , 2008)。アディポネクチンは肥満やインスリン
抵抗性、糖尿病、MS、冠動脈疾患など様々な病態においてその血中濃度の減少が
認められ (Hui et al., 2012; Yamauchi et al., 2014; 原 , 門脇 , 2008)、ASCVD の発症及
び進展に深く関与する。低アディポネクチン血症の是正による病態のリスクの低
減が求められており、そのためにはアディポネクチンが増減するメカニズムの解
明が期待されている (脇ら , 2008)。   
先行研究 (Nagai, et al., 2015)では温熱刺激による血中アディポネクチンの上昇
は確認されたが体重には変化は見られなかった。さらに空腹時血糖値、インスリ
ン濃度、Homeostasis Model Assessment-Insulin Resistance (HOMA-IR)には温熱刺激
後においても有意な変化はなかった。血中アディポネクチンのレベルはインスリ
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ン抵抗性と 2 型糖尿病のリスクに強く逆相関を示すことが報告されているが、そ
の因果関係については明らかにされていない (Yaghootkar et al., 2013)。また健康成
人においてインスリン抵抗性は血中アディポネクチンレベルと関係していないと
の報告もあるが (Snehalatha, Yamuna, & Ramachandran, 2008)、健康成人において血
中アディポネクチン濃度と HOMA-IR の変化を同時に検討した報告はなされてい
ない。肥満の青年期を対象とした長期間のライフスタイルの改善をした介入研究
では炎症経路の改善によって血中アディポネクチン濃度の上昇と HOMA-IR の改
善が報告されている  (Lira et al., 2012)。前高血圧と軽症高血圧の成人への食事指
導では血中アディポネクチンは変化したが HOMA-IR は変化しなかったことが報
告されている (Yeung, Appel, Miller, & Kao, 2010)。  
 
４．アディポネクチン受容体発現に影響する因子  
アディポネクチンに特異的に結合する受容体は Adiponectin receptor 1 
(AdipoR1)と Adiponectin receptor 2 (AdipoR2)の 2 種類が存在する (Yamauchi et al., 
2014; 岩部 , 山内 , 2008)。ヒトの AdipoR1 は染色体  1p36.13 - q41 に位置してい
るのに対して、AdipoR2 は染色体  12p13.31 に位置し、両者ともに 7 回膜貫通型
でアミノ末端（N 末端）側が細胞内、カルボキシルキ末端（C 末端側）が細胞外
の構造を有してアディポネクチンと結合する (Yamauchi et al., 2014)。AdipoR1 が
球状アディポネクチンの受容体で骨格筋や血管に高発現しており、AdipoR2 が全
長アディポネクチンの受容体で肝臓やマクロファージに高発現していると考えら
れている (Kadowaki et al., 2006; Yamauchi et al., 2002; 岡本ら , 2008; 山内 , 門脇 , 
2008)。  
血中アディポネクチン濃度には主に骨格筋に存在するアディポネクチン受容体
の機能が重要である。アディポネクチンに特異的に結合する受容体は Adiponectin 
receptor 1 (AdipoR1)と Adiponectin receptor 2 (AdipoR2) の 2 種類が存在する
(Yamauchi et al., 2014; 岩部 , 山内 , 2008)。AdipoR1 は骨格筋や血管に、AdipoR2
は肝臓やマクロファージに高発現しており (Yamauchi et al., 2014; 原 , 門脇 , 2008; 
山内 , 門脇 , 2008) 、 AdipoR1 は 5’アデノシンモノリン酸活性化キナーゼ
(5’Adenosine mono phosphate-activated protein kinase: AMPK) 活性化の経路とのリ
ンクにより糖取り込み・脂肪酸燃焼促進、炎症の抑制に重要な役割、AdipoR2 は
ペルオキシソーム増殖活性化受容体 α (PPARα: peroxisome proliferator-activated 
receptor α) 活性化の経路による脂肪酸燃焼促進、脂質蓄積抑制作用を仲介してい
ると考えられている (原 , 門脇 , 2008; 山内 , 門脇 , 2008)。PPARα は肝臓での脂肪酸
代謝を調節する転写因子であり、飢餓時や寒冷刺激時においてエネルギー源とし
てケトン体を末梢組織に供給していると考えられている。転写因子とは、特定配
列の DNA に結合する活性を持ち、プロモーター近辺に結合する (Japanese Society 
for Bioinformatics, 2006) RNAポリメラーゼ以外の因子を意味している (伊藤 , 井村 , 
高久 , 2009)。遺伝子が転写されるかどうかを決定するコントロール領域に存在し
ており、特定の塩基配列を認識して結合することにより転写コアクチベータ （ー補
助活性化因子）を介して転写を活性化させる、転写のスイッチとして働くタンパ
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クである (中野 , 2016)。 AMPK は低酸素や低栄養において活性化し細胞内
Adenosine triphosphate (ATP) 量を回復させる酵素と考えられている (箕越 , 2008)。
一方でエネルギー飢餓において異化代謝経路を活性化し、細胞内 ATP を回復させ
る機能として、糖新生や脂肪合成など ATP を必要とする代謝系を抑制する。この
ことは、レプチンやアディポネクチンが末梢組織において AMPK を活性化するこ
とにより肥満や糖尿病発症を防ぎ、代謝恒常性を維持する調節機能としても注目
されている (箕越 , 2008) 。  
しかしながら、アディポネクチンがどのようなメカニズムで（シグナル伝達機
構を介して）AMPK を活性化するのかは明らかになっていない (箕越 , 2008)。筋肉
運動によって骨格筋における AMPK は活性化され HSP72 も発現が増加すること
が知られている。骨格筋における AMPK 活性レベルは HSP72 transgenic mice にお
いて高くなっていることが報告 (Henstridge et al., 2014)されており、温熱刺激によ
る HSP72 や HSPs の活性が AMPK を介してアディポネクチン濃度に影響している
可能性も含めて検討することも必要であると考えられる。  
インスリン抵抗性や肥満がある場合には骨格筋や脂肪細胞において AdipoR1, 
AdipoR2 ともにその発現が減少することが確認されている (Yamauchi et al., 2014; 
土田 , 2008)。肥満などでは血中アディポネクチンの低下だけではなく受容体の発
現も抑制されその結果さらなるアディポネクチンの低下とインスリン抵抗性を増
大させている (犬飼 , 2008)。炎症性の刺激ではアディポネクチン受容体の発現量が
抑制されると考えられている (土田 , 2008)。  
 
５．suPAR 増減に影響を与える因子  
uPAR は様々な免疫活性細胞にある膜結合型の多機能性糖タンパクでその発現
は炎症で上昇する (Donadello et al., 2012; Outinen et al., 2013; Thuno et al., 2009)。
suPAR は細胞接着（細胞 -細胞間接着または細胞 -細胞外マトリックス : Ectracellular 
matrix: ECM 接着）、遊走、走化、タンパク分解、免疫活性、組織リモデリング、
浸潤、シグナル変換などの免疫機能の一部を担っており (Thuno et al., 2009)、アテ
ローム硬化性プラークの形成において細胞接着や遊走、分化なども誘導している
(Fuhrman, 2012)。  
分化は多細胞生物個体の発生過程において、1 つの単純な系または細胞集団が
２つ以上の互いに異質な系または細胞集団にわかれその結果として新しい特性が
発現されること、または 1 個の細胞が分裂した子孫から 2 つ以上の異なる細胞種
が生じる場合をいう (村松 , 2008)。  
suPARの濃度については女性では男性と比較して有意に高くなっていることが
報告されている (Stephens et al., 1997)。suPARは重症患者や敗血症患者で健常者に
比べて高くなることも報告 (Sier et al., 1999)されている。免疫活性には suPARが走
化効果の調整に関与しており、さらにhsCRPやTNF-α and IL-6よりも強く免疫反応
を反映していると考えられているがそのメカニズムはまだ明らかにされていない
(Thuno et al., 2009)。また、 suPARは白血球数、TNF-α、脂肪分布、インスリン感
受性、インスリン分泌、プロインスリン分泌、耐糖能、脂質異常などと関連して
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いることが HIV患者において確認されている (Andersen, Eugen-Olsen, Kofoed, 
Iversen, & Haugaard, 2008)。さらにアルツハイマー病では認知機能障害に比例して
血中濃度が低下するバイオマーカーとしても知られている (Greco et al., 2012)。  
CRP測定では検出できない微量のC-reactive protein (CRP) が測定できる炎症系
のバイオマーカーとしてhsCRP が知られており (Eugen-Olsen, 2011)、動脈硬化な
どの慢性炎症などの指標としても使用されている。 suPARは心筋梗塞や敗血症な
どによる死亡率のバイオマーカーとしてhsCRP濃度とは独立していることが報告
されており、両者が異なる病態生理学的経路の活性を反映していると考えられて
いる (Eapen et al., 2014)。先行研究 (Nagai, et al., 2015)では温熱刺激の前後で suPAR
とhsCRP (high sensitive C-reactive protein)の間には有意な差は認められていない。
また、 suPARはhsCRPやTNF-α, IL-6よりもより強く炎症を反映していることも報
告されている (Thuno et al., 2009)。よって、 suPARとhsCRPはともに炎症系のバイ
オマーカーとして評価することが可能であると言える。先行研究では suPAR濃度
は女性では男性と比較して有意に高くなっていることが報告されているが  
(Stephens et al., 1997)、そのメカニズムは報告されていない。温熱刺激によって発
現 が 誘 導 さ れ る HSP72 は 細 胞 に 対 し て TNF (tumor necrosis factor)-α 、
IL(interleukin)-1β、 IL-6の抑制などの抗炎症作用があることが報告 (瀧井 , 2011)さ
れている。HSP72の発現低下は血管などの炎症を悪化させることが知られている
(中野ら , 2012)。HSP72とsuPARが関係している可能性も考えられるが報告はされ
ておらず明らかにされていない。  
 
６．看護における温罨法の生理学的な評価とその方法  
看護において、身体の一部に温熱刺激を与えて病変の治癒過程の促進、疼痛緩
和、局所の安静及び患者の気持ちよさに効果をあげる方法は温罨法と呼ばれる (内
薗 , 1994)。温罨法は温熱療法の一つとして位置づけられ、局所への温熱刺激によ
る局所の血流量の増加  (Eun-jung sung, 2007; Hasebe, 2005)が全身に影響を及ぼす
ことが知られている。看護技術としての温罨法は、主に心身の安楽を目的として
使用されており (新實 , 2009)、皮膚血流・皮膚温・自律神経系を主として循環促進
効果、入眠促進効果、腸蠕動効果などの効果が報告されている。  
医学中央雑誌 Web 版 Ver.5 に 2004 年～2015 年の間に「温罨法」と「温熱」の
いずれかをキーワードに看護職者によって報告された原著論文は 308 件であった。
著者が看護職者であるか否かは、著者の所属機関と掲載雑誌名により判断した。
308 件の原著論文のうち、成人を対象（妊娠期・産褥期を除く）として温罨法の
効果を生理学的に評価した介入研究による報告は 74 件であった。本研究における
介入研究とは、実験的研究、準実験的研究、予備的実験研究など何らかの操作を
加えてデータ収集した研究とし、2 名以上を分析している研究とした。また本研
究では、局所への温熱刺激が全身に与える影響の評価方法を明らかにするために
温罨法の種類のうち、貼用タイプ（温熱シート、ホットパック、温タオル）など
の皮膚に当てる温罨法を対象者に実施し、身体的（生理学的）評価を実施してい
るものを対象とした。清拭、入浴、サウナなどの局所への温熱刺激ではないもの、
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薬物の加温投与や温灸などは除外した。温罨法と他のケアを組み合わせた研究も
含めたが、その研究目的が罨法ではない方のケアの評価を目的とした研究は除外
した。  
 
１）看護における温罨法の生理学的評価と課題  
本研究の文献検討で対象となった温罨法の効果を生理学的に評価した介入研究
による 74 件の報告（表１）では、バイタルサイン、皮膚表面温度、皮膚血流量、
血管怒張率、血管周囲長、脳波、脳血流、関節可動域の測定、自律経活動、腸音、
排便、口腔温度、口腔内水分、浮腫の程度、自覚症状などによって効果が評価さ
れていた。温罨法の代謝に与える影響についての報告はなされていないが、皮膚
血流や体温への影響があったことが証明 (Hishinuma, Yamazaki, Maruyama, & 
Naganawa, 2008; Kaneko, Ogata, Kumagai, & Yamamoto, 2012; Nakano et al., 2009; 
Tomehata et al., 2008)されている。さらに温熱シートによる血行改善は筋血流も増
加させることが報告 (Tomehata et al., 2009)されており、組織の血液循環への影響
から組織の機能変化や HSPs などを介した代謝への影響の可能性が考えられる。  
しかし、温罨法の効果的な方法は確立されておらず (Kato, 2011; Nawa et al., 
2004)、また温罨法の局所変化が全身に及ぼす影響についてのコンセンサスは得ら
れていない。さらに代謝への影響も報告がなされていない。今後研究によって温
罨法が代謝機能へ与える影響など温罨法の新たな身体への影響を明らかにするこ
とは必要であると考える。  
また、罨法に関する研究は罨法材料や使用時間、貼用部位や手技、他の援助と
の組み合わせなど複雑な要素があり（表１）、その効果を評価することが難しい。
本研究において、温罨法の効果を生理活性物質で評価できる可能性があるのかど
うかを、骨格筋細胞を使用して温熱刺激によってもたらされる関連分子の変化を
観察することによって ASCVD の予防に役立てるとともに、温熱療法の場面と使
用方法などが異なる看護で使用される温罨法の効果を基礎的な研究で検討するこ
とは重要な課題であると考えられた。  
 
２）看護で使用されている生理学的に影響を与える温罨法  
温罨法による刺激は体性感覚野から視床下部を通し交感神経活動抑制によって
皮膚血管拡張などを起こすが、交感神経抑制によるものであればその効果は局所
的ではない (Fukada, Kamakura, Hibino, Ito, & Hatano, 2007; Kato, 2011)。また、そ
の効果が局所的でないとするならば全身の組織や代謝機能にも影響が及ぼされる
可能性も考えられる。しかし、温罨法による局所変化が全身へ影響する (Nakano et 
al., 2009; Tomehata, Minamiyama, Yamauchi, & Iwamoto, 2008; 江上 , 2008)という報
告や血流と細胞活性に変化を与えるような局所効果を期待するという記述 (深井 ,  
2016)の一方、温熱は皮膚温の上昇効果など局所のみに影響するが大血管に用いな
い限り体温への影響はない (阿曽 , 井上 , 氏原 , 2011)という記述もある。また、全
身に分布している骨格筋は局所の温熱刺激によって様々な影響が推測できるが、
温罨法の代謝に与える影響や細胞活性について評価した報告はなされていない。      
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本研究の文献検討で対象となった温罨法の効果を生理学的に評価した介入研究
による 74 件の報告（表１）の介入目的は、排泄への援助、疼痛の緩和、睡眠やリ
ラクセーション、肩こりや拘縮への援助、血管確保をし易くするための援助など
様々であった。使用されている罨法器具では、温タオルや温熱シートが多く報告
されており、ホットパックや湯たんぽ、自作の罨法器具なども使用されていた。  
近年、看護実践において報告が増えている温熱シートは、その中等度の継続し
た温熱効果が期待できる温罨法の一つとして様々な目的での使用が報告されてい
る（表 1）。皮膚温の上昇すなわち皮膚血流量増加への効果を求めるには、温罨法
を継続し定期的に交換することが望ましいと言われている (Waki et al., 2011)が、
温熱シートは、長時間に渡り同一部位への貼用を可能とする。さらに、温熱シー
トによる長時間の温熱刺激は、皮膚血流だけでなく僧帽筋の血流も増加させ
(Minamiyama, Tomehata, Igaki, Noki, & Iwamoto, 2009; Tomehata, Minamiyama, Igaki, 
Noki, & Iwamoto, 2009)筋血流量は 30 分の温熱シート加温で温熱シート除去後 20
分でも継続していることも報告 (Minamiyama & Iwamoto, 2010)されている。また、
温熱シートによる貼用部位（腰背部）の皮膚温度は 45 分でプラトー値（39℃）ま
で上昇するものの、鼓膜温、血圧、心拍数には変化がなかったことも報告されて
いる (Tomehata et al., 2008)。  
温罨法の貼用温度は、温熱シートでは 38～40℃で一定であったが、その他の器
具では 37℃～60℃の範囲（湯たんぽ表面温度は除く）で様々な報告がなされてい
る。温罨法を貼用している局所の温度については 19 件（表 2）で、貼用後 2～120
分の間で 33～43.1℃の範囲で部位や器具により報告がなされている。多く使用さ
れている温タオルを頸部、背部、腰部、腹部へ貼用した報告では、36.4～43.1℃、
温熱シートによる頸部、背部、腰部、腹部へ貼用では、38.78～42.9℃の報告があ
り温熱シートの方が罨法器具の冷めなどに影響されにくく、温度を一定に保てる
可能性があることが考えられる。筆者らの先行研究では 38～40℃の温熱刺激で局
所の温度は 38～39℃に上昇していたことが先行研究 (Oda et al., 2006)により考え
られ、実際に看護で使用されている報告とほぼ同様の介入温度であったと予測さ
れる。  
貼用時間は、殆どが数十分以内であったが、温熱シートでは 5 時間～8 時間を
数日間～4 週間という長期間の貼用もあった。数十分での貼用でも身体への影響
は報告されているが、温熱シートのような長期間の貼用の場合では、長時間に渡
り温度を維持できるというメリットがある。便秘の症状緩和を目的として温タオ
ル（60℃、10 分）と温熱シート（40℃、5 時間）の作用を 4 週間に渡り比較した先
行研究  (Hishinuma, Yamazaki, & Igaki, 2010)では、60℃の温タオル群で下剤使用日
数が減少し、40℃の温熱シート群では便秘の自覚症状の改善が認められている。
これらの要因については明らかにされていないが、60℃の刺激という温度変化の
大きさ、40℃の場合では中等度の暖かさの有効性などが示唆されている。さらに、
これらの作用に 5 時間という長時間の刺激が必要であったかどうかは不明である
とされている。筆者らの先行研究での結果は、温熱シートによる 1 日 5～8 時間
10 週間という長期間の温熱刺激によるものであった。しかし、これだけ長時間の
刺激が必要であったかは不明であり今後の研究課題であると考える。  
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表  1 温罨法効果の生理学的評価を報告した原著論文の介入方法  
 
N* 罨法用具 貼用部位 介入温度(℃)** 介入期間 N 文献
Hosono et al., 2012b
Hosono et al., 2011a
排尿・排便援
助
1 温熱シート 1 下腹部 1 38～40 1 1日5時間、5日間 1 Tomehata et al., 2007
細矢ら　2009
天沼ら　2007
43～45 1 15分 1 津崎ら 2010
10分 1 加賀ら 2006
20分 1 小田島ら 2012
腹部または腰部 1 不明 1 20分 1 木下ら 2005
腰部 1 60 1 90分 1 Hishinuma et al., 2008
腹部 1 37～39 1 10分間、4日間 1 金子小百合ら  2011
腰背部 39.58
下腹部 38.25
Hosono et al., 2012a
Hosono et al., 2010a
細野ら 2007a
Hosono et al., 2010b
1日8.5±1.8時間、7日間 1 Hosono et al., 2007b
60 1日10分、4週間
40 1日5時間、4週間
ホットパック 1 腰部 1 45 1 30分 1 大西ら 2004
ホットパック 50
足浴 40
輸液パック 1 腰背部 1 不明 1 10分 1 中栄ら 2013
温枕 1 腰背部 1 40～44 1 10分 1 東條ら 2003
不明 1 腹部 1 不明 1 1日1回、2ヵ月間 1 穴吹ら 2011
温タオル 1 手首～両肘関節 1 43～44 1 10分 1 Yoshimura et al., 2009 
Hosono et al., 2011b
Hosono et al., 2011c
後頸部 1 36～37 1 30分 1 Waki et al., 2011
腰部 1 不明 1 10分 1 田中ら 2006
ジェル状湯たんぽ 1 肩関節 1 45 1 120分 1 木内ら 2005
生姜湿布 1 膝関節 1 40～50 1 20分 1 小島 2004
手指～手関節 1 38, 41, 44 1 15分 1 Aono et al., 2010
前腕内側 1 45 1 3分 1 勝又ら 2004
温タオル
ソバの実枕
温タオル 50
ジェル保温用具 45
前腕内側
前腕背側
40 1 30分 1 Minamiyama et al., 2010
38～40 1 30分 1 Minamiyama et al., 2009
ホットパック 1 両肩 1 42～45 1 10分 1 五十嵐ら 2006
1 温タオル 1 後頸部 1 不明 1 30分 1 三澤ら 2007
1 小豆袋 1 足底 1 不明 1 20分 1 槇原ら 2012
温タオル 1 腰背部 1 43 1 5分 1 Kaneko, M. et al., 2012
ホットパック 1 眼部 1 47.5±1.5 1 13分 1 Yamashita et al., 2009
ホットパック 腰背部 40～42 20分
足浴 足部 40～41 20分
1 温タオル 1 右足部 1 不明 1 15分 1 Goto et al., 2013
40～45 1 10分 1 Kato 2012
不明 1 10分、3日間 1 大里ら 2013
ホットパック 1 下腿 1 38.5～43 1 50 1 Fujimoto,et al 2010
腰背部 1 60 1 10分 1 Kato  2010a
頸部から腰部 1 78 1 15分 1 Nawa et al., 2004
温タオル 60
温熱シート 40
温熱シート 1 後頸部 1 38～40 1 10分 1 Kato 2010b
1日5時間以上、約5日間 1 Hosono et al., 2010c
1日5時間以上、4日～7日 1 Hosono et al., 2009
1 温タオル 1 背部 1 不明 1 15分 1 Yachi 2012
坂木ら 2008
谷口ら　2007
ホッカイロ 1
耳下腺、下顎全体、
後頭部
1 50 1 60分 1 渡部ら　2011
1 温タオル（アロマ） 1 腹部 1 不明 1 14分 1 笠島ら　2006
温タオル 1 後頸部 1 43.9±1.6 1 15分 1 Nakano et al., 2010
温熱シート 1 腰部 1 38～40 1 120分 1 Egami et al., 2014a
43±2.0 1 10分 1 中納ら　2013
43.8±1.57 1 10分 1 Nakano et al., 2009a
44.5±1.58 1 10分 1 中納ら　2009b
背部 1 不明 1 10分 1 Fukada et al., 2007
温タオル 40付近
足浴 40
肩甲部 1 不明 1 30分 1 Tomehata et al., 2009
腰背部 1 38～40 1 60分 1 Tomehata et al., 2008
下腹部または腰背部 1 40 1 120分 1 Egami et al., 2014b
ホットパック 1 足底、下腿前面 1 36～40 1 40分 1 Ohshima, et al 2011
温パック
（生食パック）
1 透析穿刺部位 1 不明 1 10分 1 大嶋ら　2004
遠赤外線シート 1 足部 1 40～43 1 60分 1 Nihonyanagi 2012
小豆パック
温タオル
湯たんぽ 1 足底 1 30, 55, 80 1 120分 1 Hasebe 2007
介入目的
*文献数　　　**準備はじめの温度記載で貼用時にどの程度の温度まで下降しているか記載されていないものは不明とした。
Nagashima et al., 2005
磯本ら 2009
清岡ら 2005
Sasaki et al., 2012
Iwazaki et al., 2005
Kato 2011
Hosono et al., 2007c
ホットパック 2 唾液腺周囲 2 50 2 10分 2
Kaneko K. et al., 2012
38～40 2 1日5～8時間、7日間 2
Kinoshita et al., 2013
2
10分240～43
排尿援助 2 温熱シート 2 腰部または下腹部 2 38～40 2 1日5～8時間、3日間
2
Hishinuma et al., 20101
不明 2
下腹部 5
1腰部
1
2 38～40
40
2
1
1
3
1 足部 1 1 15分
1
1
2
加茂ら 20061
1 1
340
1
10分
1
21日5時間以上、7日間238～40
11
1
21日8時間、7日間
肩こりへの援助 3
静脈穿刺時の援助 5
1
温タオル 2
前腕
6温熱シート
1 15分 1
ホットパック 1 1 1 140±2 15分
10分
30分
温熱シート 2
1
1 1足部
2
不明
ホットパック
膝関節
排泄援助
排便援助 20
温タオル 9
腰背部 5
疼痛緩和 7
2温熱シート
1
2
不明 1 30分42.6～42.9 11
1日平均8.9±1.3時間、
平均5.7日±1.4日
1
肩甲部 2
指先から肘上５cm
1腰部
1 1 1後頸部 10分
後頸部 3
後頸部 2
1
拘縮の改善
快不快と自律神経への影響
評価
温タオル
4
2
睡眠 3
下腹部
1
温タオル
1
腹部膨満感への援助
冷えへの援助 2
浮腫の改善
リラクセーション 3
1
リラクセーションと睡眠の援助
月経随伴症状への援助 3 温熱シート 3
倦怠感への援助
口腔内乾燥への援助 3
温タオル 4
温熱シート
13生体反応への影響の評価
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表  2 温罨法負荷局所の温度  
 
 
７．温熱療法としての温熱刺激効果  
温熱療法は古くからの治療手段の一つとして用いられてきたが、その作用と効
果のエビデンスは見直され、新たな治療法の考案とその研究が期待されている (中
野ら , 2012)。温熱療法による末梢組織の温度上昇に伴う血流増加は、皮膚温度受
容器の興奮によって生じる血管作動性メディエーターの放出とそれに続く平滑筋
の弛緩、脊髄反射を介した交感神経活動の抑制などによって引き起こされる。交
感神経活動抑制による末梢血管拡張は温熱が伝わった局所の組織にとどまらない
と考えられ、かつては表在性の温熱療法は深部の骨格筋に対する効果も少ないと
されてきたが近年ではその効果も見直されている (Kogo, Murata, Murata, & 
Nakamura, 2010; 中野 , 沖田 , 片岡 , 坂本 , 2007; 中野ら , 2012)。ホットパックの生
体への適応では、深達度が皮下 1～2cm にとどまり筋などの比較的深部の温度上
昇には適さないとされてきたが、ホットパックが筋硬度を低下させる手段として
有効であり、それは乾熱よりも湿熱の方が有効であったことが報告 (Kogo et al., 
2010)されている。一般リハビリテーション診療科などの温熱療法では、ホットパ
ックや超音波、赤外線、パラフィンなどによって運動器の疼痛緩和、筋緊張の緩
和、痙縮軽減、軟部組織伸張性向上などを目的として使用されることが多いがラ
ンダム化比較試験（Randomized Controlled Trial: RCT）の報告は少なく温熱療法の
エビデンスが確立されていない (水落 , 2012; 中野ら , 2012)。  
  
罨法器具 使用部位 温熱群の介入温度(℃)** 貼用前局所皮膚温(℃) 貼用中局所皮膚温(℃) 文献
温タオル 下腹部 39.58 約38.8 約36.4 (5分後)、約35.4 (25分後)
温タオル 腰背部 38.25 約38.5 約36.6 (5分後)、約36 (25分後）
温タオル 腰部 60 34.7～36.4 38.9 (20分後） Hishinuma et al., 2008
温タオル 腹部 不明 34 40.4 (7分後)、41 (14分後) 笠島ら　2006
温タオル 腹部または腰背部 不明 腹部34.5、腰背部32.5 腹部+4.7、腰背部+5.7 木下ら 2005
温タオル 右足部 不明 33.25±0.24 34.14±0.23 Goto et al., 2013
温タオル 腰背部 60 不明 最高43.1 Kato 2010a
温タオル 腰背部 43 不明 約＋3
温タオル 腰背部 43 不明 約＋3.5
温タオル 32.1±1.2 2.9±1.1上昇
足浴 31.7±1.2 3.4±1.4上昇
温タオル 後頸部 60 約35 38.3 (2分後)
温熱シート 後頸部 40 約35 38 (5分後)
温熱シート 下腹部 38～40 約34 38～40 (0.5時間後から5.5時間) Hosono et al., 2010c
温熱シート 肩甲部 不明 33.2±0.9 40.3±1.0 Tomehata et al., 2009
温熱シート 腰背部 38～40 34.5 39 (45分後) Tomehata et al., 2008
温熱シート 肩甲部（僧帽筋上） 40 33.2±0.5 42.9±2.7 (30分後) Minamiyama et al., 2010
温熱シート 肩甲部 38～40 33.2 最高42.9 Minamiyama et al., 2009
前腕腹側 約32 約40 (5分後)、約40 (10分後)、約39.5 (15分）
前腕背側 約32 5分約38.5、10分約39、15分39
ホットパック 眼部 47.5±1.5 不明 41.2±0.78 Yamashita et al., 2009
ホットパック 腰背部 40～42 33.94±2.16 34.53±2.19 (20分後)
足浴 足部 40～41 32.94±2.91 31.97±0.71 (20分後）
あずき袋 足底から足背 不明 不明 42 (10分後)、約40～41 (20分後） 槇原ら 2012
遠赤外線シート 左右足部 40～43 右28.37±3.25、左29.49±2.86 右33.04±2.45、左33.24±2.32 Nihonyanagi 2012
**準備はじめの温度記載で貼用時にどの程度の温度まで下降しているか記載されていないものは不明とした。
Sasaki et al., 2012
Iwazaki et al., 2005
不明
ホットパック
足部 Kaneko, K. et al., 2012
Kato 2011
40±2
Kaneko, M et al., 2012
Kinoshita et al., 2013
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第Ⅲ章 研究方法  
 
１．研究デザイン  
 本研究は、骨格筋への温熱刺激が動脈硬化、あるいは ASCVD の予防に効果が
あるのではないかという仮説のもと、温熱刺激群（42℃群）とコントロール群（37℃
群）の遺伝子発現を比較した実験研究である。  
 
２．研究試料  
正常ヒト骨格筋細胞 (Human Skeletal Muscle Cells: SkMC)をロンザジャパン株式
会社より購入し使用した。正常単一胎児由来で上腕、大腿筋組織（大腿部の横紋
筋または大腿四頭筋）より採取されている (Lonza., 2016)。大腿筋は大腿部にある
筋肉の総称 (新村 , 2008)である。  
骨格筋細胞は径 10～100μm, 長さ数 cm にも及ぶ多核細胞である。骨格筋細胞
は細胞膜の上からさらに基底膜で覆われており、2 つの間隙にはサテライト（筋
衛星）細胞と呼ばれる単核細胞が存在する。この細胞は骨格筋幹細胞であり、普
段は細胞周期の休止期にあるが周囲の筋細胞が障害を受けると活性化して G1 期
に入り自己複製するとともに、一部は筋芽細胞となり、障害部位に移動して融合
し修復をする (村松 , 2008; 藤井 , 2014)。ヒト骨格筋のほとんどは体節中に位置す
る細胞あるいは体節から生じた筋肉である体節中胚葉 (伊藤ら , 2009)内の筋形成
前駆細胞に由来する。前駆細胞は増殖し体幹部や四肢の筋形成域に移動して筋芽
細胞となり、骨格筋細胞へと分化する。筋細胞が成熟して筋原線維となり、筋原
線維が多数集まったものが筋線維となる (村松 , 2008; 田村 , 村松 , 2002)。  
ヒトの骨格筋の筋線維はⅠ型線維（赤筋線維･遅筋）とⅡ型線維（白筋線維・速
筋）に大別され、Ⅱ型線維はさらに有酸素的解糖能が高いⅡA 型線維と低いⅡB 型
に分類される。有酸素的解糖能が高いⅠ型線維とⅡA 型線維ではミトコンドリア密
度と活性が高く、積極的に糖や脂質の代謝が行われ、持久的な運動でも疲労しに
くい。一方、ⅡB 型線維ではミトコンドリア密度活性が低く、細胞質での無酸素
的な解糖が中心で、短距離走のような瞬発的な収縮を要する運動に向いている
(Schiaffino & Reggiani, 2011; 亀井 , 小川 , 2015; 佐藤 , 1986)。  
正常ヒト骨格筋はこれらの異なる型の筋線維によって構成されており、その線
維組成は筋によって異なるとともに、同一筋においても著しい個人差がありその
構成の大枠は遺伝により決定されている (佐藤 , 1986)。  
 
３．研究期間  
2015 年 9 月 1 日～2017 年 3 月 31 日  
 
４．実験場所  
兵庫県立大学明石看護キャンパス  実験研究室 B で行った。無菌環境はクリー
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ンベンチを使用した。  
 
５．倫理的配慮  
 本研究は、購入細胞による実験研究であり倫理審査に関する記載には該当しな
い。ヒトの細胞は、手術摘出組織あるいは提供された血液などを元にして培養さ
れるが、購入できるものにおいては既に研究を支える社会基盤として位置づける
のが適切であると考えられている (増井 , 2008)。  
 本研究では、企業等の製品・機器・検査法などを研究方法の一部に取り入れた
が適正に購入手続きを経て、科学研究費助成事業（課題番号 : 25870939）を使用
しており利益相反も起こっていない。  
 
６．実験方法    
１）ヒト骨格筋細胞培養実験  
（１）ヒト骨格筋細胞培養  
SkMC 培養に用いる培地 SkGM-2 Bullet Kit (Lonza, Japan) を使用した。Bullet Kit
は基本培地 500mL (Skeletal Muscle Basal Medium)と添加因子 (human Epidermal 
Growth Factor [hEGF],0.5mL: Dexamethasone,0.5mL: L-glutamine,10mL: Fetal Bovine 
Serum [FBS], 50mL: Gentamicin/Amphotericin-B [GA],0.5mL)により構成されており、
これらの添加因子を使用直前に基本培地に添加し使用する（血清 10%、pH7.2～
7.4）。血清は血液を凝固させてその上清を取ったものであるため、血液から細胞
成分と凝固タンパク質が除かれているが、凝固過程で血小板から放出された種々
の細胞増殖促進物質、細胞障害保護因子、栄養因子などが含まれている (星 , 2008)。 
凍結細胞は液体窒素より取り出しバイアルのまま Dry Thermo Bath MG-2000 
（東京理化器械株式会社）を使用して 37℃、2 分間で解凍した。凍結された細胞
は傷害を受けやすく、2 分以上の時間をかけて解凍した場合では細胞数が減少す
る恐れがある。培養フラスコはイージーフラスコ 12.5 ㎠（サーモフィッシャーサ
イエンティフィック株式会社）を使用した。細胞培養用フラスコは使用する前に
2.5mL (1mL/5cm
2
)の培養液を入れて 37℃、30 分間で加温及び加湿をして平衡化し
たものを使用した。培養フラスコの加温や加湿は細胞の増殖因子やサイトカイン
などの作用のタイムラグや低温の培養液に曝されることによる細胞の収縮や細胞
死を防ぐことができる (宮崎 , 2008b)。  
細胞は≧500000cells/mL のバイアルのうち 200μl ずつを 5 つのフラスコに播種
した。播種濃度は 8000cells/cm2 とした。接着培養系細胞の播種濃度の目安は  
2500～10000cells/cm2(津下 , 2012)、10000cells/cm2(槫松 , 2008)とされている。培養
開始時の培養環境はパーソナル CO2 インキュベーターAPC-30D（株式会社アステ
ック）を使用して 37℃、5%CO2、湿度 100%にした。大腸菌やヒトの細胞は 37℃
前後で最もよく増えることが知られている。培養液は 5%という高い CO2 を含む
空気の存在下で平衡状態（pH7.2～7.4）となるように構成されている。また、開
放系の培養では加温による培地の濃縮から起こる細胞死を防ぐために、培地の蒸
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発を最小限にする 100%湿度環境下としている (宮崎 , 2008a)。  
細胞培養を開始すると通常は①遅滞期（播種直後の損傷回復や新しい環境への
適応で増殖しない状態）②対数増殖期（細胞が活発に増殖する状態）③定常期（細
胞密度が高くなり接触阻止を起こす状態）④死滅期（細胞が死に始めた状態）の
経過をたどって増殖する (槫松 , 2008)。継代細胞は増殖状態を維持した対数増殖期
後期が適切であることが知られている。  
培地交換は培養開始翌日と細胞による培養液中の栄養分の代謝によって乳酸が
排出され (宮崎 , 2008b)培地の色が黄色（pH6.8 以下）に傾いた時、もしくは通常の
継代培養に推奨 (宮崎 , 2008b)される 2 日毎とした。培養開始 3 日後に対数増殖期
後期であると考えられる培養フラスコ底面の接着面に対しての増殖飽和密度
(confluence)が 50%～70%と確認され、継代培養を開始した。ヒト骨格筋細胞の継
代培養は、接着培養系細胞を継代培養する時に一般的に用いられるトリプシン溶
液を用いた酵素法で行った。試薬は、ReagentPackTM (Lonza, Japan) (Contains:  
Trypsin/EDTA Solution 100mL, Trypsin Neutralizing Solution (TNS) 100mL, HEPES 
Buffered Saline Solution 100mL) をロンザジャパン株式会社より購入して使用し
た。継代培養の際にフラスコ  (12.5cm2)から 6 well muntidish collagen (Thermo 
scientific
TM
)に変更して、同環境下で継代培養を開始した。コーティングされた培
養ディッシュでは、細胞表面は一般的に陰性の電荷を帯びているので、表面を陽
性電化物質でコーティングすることにより細胞接着が促進される (宮崎 , 2008a)。
コラーゲンは細胞が生体内で接している細胞外基質の主成分として知られている。
Ⅰ型およびⅢ型コラーゲンは結合組織に、Ⅱ型コラーゲンは軟骨や椎間板などに、
Ⅳ型は基底膜の主成分であり、これらのうちディッシュのコーティングに使用さ
れるのは主にⅠ型およびⅣ型で、細胞の接着や伸展を促進する作用がある (宮崎 ,  
2008a)。培養中の細胞の生存確認は位相差観察法による倒立型培養顕微鏡 CK40
（オリンパス株式会社）で定期的な観察をして、接着細胞である骨格筋細胞が生
存できなくなった場合の培養液中への浮遊の有無を確認した。位相差観察法では
屈折率の小さな差を像の光度あるいはコントラストの差として目に見えるように
特別に工夫されており、細胞の動態を生きたまま観察できる (高久 , 2008; 村松 , 
2008)。  
 
（２）温熱刺激温度および温熱刺激時間の決定  
温熱刺激下での培養は、継代培養開始から 3 日後に 50～70%の confluence が確
認された時点で開始した。培養骨格筋細胞への負荷温度として、筆者らの先行研
究における生体での温熱刺激時の温熱シート貼用部局所は 38～39℃であり、これ
については基準温度よりも 4～5℃の上昇が確認 (Oda et al., 2006)されている。看護
による研究で報告が多くされている温タオル法による局所の温度は、頸部、背部、
腰部、腹部への貼用で 36.4～43.1℃、温熱シートの頸部、背部、腰部、腹部へ貼
用では 38.78～42.9℃の報告がなされていた（表 2）。温罨法の適正な温度について
は、局所皮膚血流の増加に対する皮膚温度の閾値が平均 38.2±1.2℃であったこと
から、40℃を少し上回る程度の温度でも効果があると考えられている (Tomehata et 
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al., 2009)。また、40±2℃の加温温度は、低温熱傷の危険性も低く安全であると考
えられている (S. Sasaki, Kobata, & Mori, 2012)。温熱による障害については、マウ
ス大腿部での実験において 42℃以上で 5 時間、または 43℃以上の加温で表皮への
障害が確認されている (Iida & Yamamoto, 2004)。正常細胞よりも温熱に脆弱であ
ると言われている癌細胞における検討では、Human Leukemia U937 で 42.5℃以上
で細胞死が誘導されるが、それ以下では細胞障害は殆ど観察されないことが報告
されている (Tabuchi et al., 2011)。また、HSPs の活性に関する実験ではマウスにお
いて 42℃の負荷の有効性が確認 (中野ら , 2007; 2012)されており、特に温度変化が
あることがその増加に重要と言われている (水島 , 2012)。これらのことから、ヒト
正常骨格筋細胞においては、40℃～42℃での培養が有効であると考えられた。本研
究では、今後生体での応用を検討していくことを踏まえ、37℃（コントロール群）
と温熱シート使用時の基準温度よりも 5℃高く、安全性と低温熱傷の危険性の両方
の報告がなされている 42℃（実験群）を設定し、細胞の生存が不可であった場合
には 40℃（実験群）を設定することとした。  
本研究における SkMC への温熱刺激時間は 20 時間とした。看護による生体で
の先行研究での温罨法の貼用時間は、温熱シートでは 5 時間～8 時間を数日間～4
週間、それ以外の器具では 3～120 分の範囲で殆どが数十分以内であった（表１）。
短時間の温熱刺激としては、看護で多く報告のある（表１）15 分、20 分、30 分
などが考えられる。長時間の温熱刺激としては、温熱シートの使用で報告されて
いる 5 時間、8 時間などが考えられたが、これらは数日間～4 週間程度継続して使
用されている。  
mRNA 発現は、その刺激や発現組織、発現する遺伝子による差などから、個々
の因子により必要な時間は異なると考えられる。生体骨格筋における温熱刺激に
よる mRNA 発現変化の報告は、熱応答性タンパクである HSPs では、39℃で 30
分 (Magalhaes Fde et al., 2010)、41℃で 60 分 (中野ら  2007)、38℃で 1 日 8 時間を
10 週間 (Goto et al.,2005)など短時間から長期間で発現が確認されている。その他
の ASCVD 関連因子の骨格筋における温熱刺激による発現変動に関する報告は、
見当たらない。しかし、骨格筋への 5 分間のマッサージを 10 週間継続することに
より VEGFA の mRNA およびタンパクの発現増加 (Andrzejewski et al., 2015)や、培
養神経芽細胞腫由来細胞への、24 時間のインスリン刺激（環境刺激）で有意にレ
プチン mRNA の発現増加がなどは確認されている (武城 , 2001)。  
このように、数十分での温熱刺激でも身体への影響は報告されているが、熱応
答性タンパクである HSPs 以外の因子については mRNA 発現が確認できるか不明
であること、培養細胞において数十分の温熱刺激では mRNA 発現に影響を受けな
い可能性があること、培養細胞のため細胞の生存を考慮すると数日間の温熱刺激
は困難であることなどが考えられた。個々の温度に対して全てにマイクロアレイ
実験をすることも mRNA の発現状況を確認するために重要であると考えられた
が、本研究では、今後、実践的な方法に実験条件を変更した検討をすることを前
提として ASCVD に関連する因子を網羅的に探索するため、mRNA 発現が確認さ
れる 20 時間の温熱刺激時間を設定した。  
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２）培養細胞から total RNA の抽出  
細胞や組織から RNA を抽出する方法は Acid-Guanidium-Phenol-Chloroform 
(AGPC)法、Nonidet P-40 (NP-40)法、セシウム超遠心法がある (青木 , 2008)。AGPC
法は酸性水溶液中では核酸は親水性が低下して DNA は酸性条件下でフェノール
抽出を行うとフェノール層に移るのに対し、比較的親水性の高い RNA は水層に
とどまる性質を利用する。NP-40 法は、細胞からの核抽出液調整時に細胞を低浸
透圧に置く方法を応用したもので界面活性剤を用いて細胞膜のみを破壊し細胞質
RNA を抽出する方法である。セシウム超遠心法は、塩化セシウムを混和して遠心
することで密度勾配を形成させ抽出する方法である (青木 , 2008) が、本研究では
AGPC 法の応用からフェノールではなく独自の樹脂が使用されたキットである
Total RNA Purification Maxi Kit  (Norgen Biotek Corporation .Canada)を使用した。  
 本研究では既報 (Kaji, Okada, Mori, Hamaue, Nagai, 2016a; 2016b)の方法により実
施した。培養ヒト骨格筋細胞は培地を除去しリン酸緩衝化生理食塩水
(phosphate-buffer saline: PBS) で洗浄をした。PBS は生理的塩濃度になるように
NaCl を添加したリン酸緩衝液である。哺乳類では生理的食塩濃度  (0.15molNaCl)
のもとにタンパク質が機能しているため、その安定化のために添加する (高久 , 
2008)。Total RNA Purification Maxi Kit に含まれる Lysis Buffer で 5 分間室温にて
細胞を剥離した。細胞懸濁液を入れた付属のカラムにエタノールを添加後に 10
秒間撹拌し 5 分間 (3000rpm)遠心分離をした。撹拌にはボルテックスミキサー
TOUCH MIXER MT-31(Yamato)を使用し、遠心分離機は himac CF15D (HITACHI)を
使用した。付属カラム内の樹脂によってこの時点で混入している細胞内のタンパ
ク質は除去され、RNA はエタノール添加によってカラム結合する。その後付属の
wash solution を添加し遠心分離を行い、不純物を洗い流した。不純物の洗浄後は
Elution Buffer をカラムに添加し遠心分離で total RNA (細胞内全ての RNA)を抽出
した。Total RNA Purification Maxi Kit ではフェノールを使用しないことで有害な
廃棄物が出ず、Polymerase Chain Reaction (PCR)阻害なども無くすことができる。 
 
３）DNA マイクロアレイ解析  
DNA マイクロアレイによる遺伝子発現解析では、比較対象とする細胞の 2 つの
条件下における発現データを比較し、ある一方の条件下で特異的に発現変動して
いる遺伝子群を抽出する。それらの遺伝子群は細胞内で起こっている現象に対し
て重要な役割を担っていると考えられ、遺伝子が持つ生物学的機能をもとにその
現象を推察する (Araki, Hurley, Crampin, Print, & Hisahara, 2011)。  
DNA マイクロアレイ（DNA チップ、GeneChip）は、配列が明らかな DNA 分子
を収集して整理したものである (Renneberg, 2014; 佐々木 , 青柳 , 2004)。あらかじ
め基板上に配置された DNA の特徴的な塩基配列 (橋本 , 松本 , 斎藤 , 2004)に対し
て、細胞から抽出した mRNA を逆転写酵素で complementary deoxyribonucleic acid 
(cDNA) に変換してさらに cRNA に転写する過程で蛍光標識したものをハイブリ
ダイズさせ、シグナルの有無やその増減を検出する (Tsujimoto, 2005; 関 , 吉川 , 
2008; 鈴木 , 2012)。一度に膨大な対象物を検査対象とし、種々の網羅的実験を可
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能とする画期的な技術として注目されており (関 , 吉川 , 2008)、網羅的な遺伝子発
現解析の目的には DNA マイクロアレイを用いる方法が一般的である。   
マイクロアレイには 2 種類のタイプがある。Affymetrix 社開発のオリゴ DNA を
ガラス表面上で合成していくタイプと、 Stanford 大学開発の予め調整された
DNA(主に cDNA)をスライドガラス上にスタンプしていくタイプである (Tsujimoto, 
2005; 関 , 吉川 , 2008)。本研究では、既報 (Kaji et al., 2016a; 2016b)の方法と同様に、
株式会社理研ジェネシスにマイクロアレイ解析の委託をし、マイクロアレイ解析
には Affymetrix®社製 GeneChip®Human Genome U133 Plus 2.0 Array を使用した。マイ
クロアレイの回数については多ければ多いほど望ましいが、1 条件あたり 2 枚で
ばらつきの評価が可能である (山田 , 上田 , 2009)。また、 Biomatrix 社 (http: 
//www.biomatrix.co.jp)による実験では 4 枚以上が妥当であると評価されているが、
4 replicate を集めた比較でも可能としている。本研究での RNA 抽出液は 5 replicate
を集めたものである。  
 
（１）Total RNA のクオリティチェック  
抽出された Total RNA は RNA 濃度や不純物の混入の有無について確認のため、
抽出した RNA 溶液を用いて Riken Genesis により Agilent 2100 Bioanalyzer 
(Agillent Technologies)で電気泳動パターンの確認と NanoDropND-1000(NanoDrop 
Technologies) による total RNA 量の定量評価を行った。  
電気泳動は RNA をその長さで分画し定量するための最も一般的な手法である。
緩衝液などの溶液中に電極を置き、直流電流を流す電場を生じさせ、電極の間に
電荷をもつタンパク質や DNA/RNA などの生体高分子が存在すると、プラス電荷
をもつ分子はマイナス極へ、マイナス電荷を持つ分子はプラス極へ移動する現象
を電気泳動現象といい、この現象を利用して電荷を持つ生体高分子を分離する実
験方法を電気泳動という (大藤 , 2007)。生体高分子は電気泳動の際の分離担体であ
るアガロースやポリアクリルアミドのゲル中で電気泳動させると大きい分子ほど
小さな泳動度を示す。また、ポリマーを含む緩衝液においても内径 100μm 以下の
毛細管（キャピラリー）を使用することでその濾過効果から分子量や分子の形の
差により生体高分子を分離できる (大藤 , 2007)。RNA は、タンパク質を作るため
の個々の遺伝子から転写された messenger RNA (mRNA), リボソームにアミノ酸
を運ぶ transfer RNA (tRNA)、タンパク質の合成の場であるリボソームの中にある
ribosomalRNA (rRNA)に分類される。 rRNA は RNA としては細胞内で最も量が多
く全体の約 90%を占めている (田村 , 村松 , 2002)。よって電気泳動で確認される像
のほとんどは rRNA となる。さらに、 rRNA は遠心分離機を用いて沈降速度につ
いて計算された沈降係数によって 18S (svedberg) rRNA,28S rRNA, 5.8S rRNA, 5S 
rRNA に分類され (田村 , 村松 , 2002)、電気泳動による解析では 28S, 18S rRNA の
電気泳動像が確認でき、細胞内の RNA が抽出されたかどうかの解析においての
標準となる (吉久 , 2013)。  
Agilent 2100 Bioanalyzer Lab-on-a-chip テクノロジーはマイクロチップ型電気泳
動装置であり、 total RNA の分解度をチェックできるツールが搭載されている (ア
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ジレント・テクノロジー株式会社 , 2016)。Lab-on-a-chip はガラスや合成樹脂の基
盤を加工して流路となる溝を作り、その流路にポリマー入り緩衝液などのマトリ
ックスを封入することで分子ふるい効果をもたせて電気泳動を行えるよう実用化
されたものである (大藤 , Marie, & Bill, 2007)。Total RNA のクオリティチェックで
は、電気泳動像を rRNA や rRNA の分解物が出現する領域などの９つの領域に細
分化し、それぞれの状態を数値化して重み付けを行った後、その total RNA 試料
が RNA の分解過程を分類した 10 段階の状態のいずれに属するかを総合的に計算
し、分解度を RNA Integrity Number (RIN)として 10 点満点で示される。RIN 値が
8.0 未満の場合はマイクロアレイ解析に使用できない (アジレント・テクノロジー
株式会社 , 2016)。  
NanoDrop は 1.5μl のサンプルから濃度の測定が可能な分光光度計である (アジ
レント・テクノロジー株式会社 , 2016)。分光光度計は物や溶液を透過する光の強
度を波長別に測定する器械であり、光を吸収する溶液中の物質を定量することが
できる (高久 , 2008)。  
本研究では total RNA 濃度測定とともに、A260/A280 比の測定による RNA 純度
の評価、A230nm 付近に吸光をもつ物質の混入の有無の確認が行われた。DNA と
RNA を構成する塩基部分は 260nm 付近の紫外線をよく吸収するので、RNA の濃
度も光学的に測定できる (稲田 , 2013)。タンパク質では 280nm 付近の吸収がある
ため、RNA 抽出溶液中にタンパク質の混在について確認する簡便な方法は 280nm
での吸光度を吸光度 A260 の測定と同様にして測定することである。280nm 吸収
極大が見られず、かつ 260/280 比が 2.0 程度であればタンパク質の混在はほとん
どないと考えられている (稲田 , 2013)。RNA 精製で使用されるグアニジン酸チオ
シアネートやバッファー (緩衝液 )に含まれる Tris-base やエチレンジアミン四酢酸  
(ethylendiaminetetraacetic acid: EDTA)は 230nm に吸収極大があるので 230nm の測
定でこれらの物質の混入の有無が確認できる (稲田 , 2013)。  
 
（２）cDNA の合成および IVT による cRNA の合成  
GeneChip® 3 ' IVT PLUS Reagent Kit (Affymetrix Santa Clara, CA, USA) を使用し、
Affymetrix®推奨プロトコールに準じて行われた。GeneChip用のサンプル調整方法
は、 total RNAやスプライシング後に修飾を受けたpoly A+RNAからの1本鎖cDNA
合成、またはcRNA合成によるcRNAの増幅  (T7 promoter mediated cRNA 
amplification: T7-transcription法 ) が基本となる (青柳 , 2004)。また、得られるRNA
の量は微量であることが多くその場合は増幅する必要がある。RNAの増幅方法に
は、T7-transcription、全mRNAのReverse Transcription Polymerase Chain Reaction 
(RT-PCR), T7-transcriptionと全mRNAのRT-PCRを組み合わせたT7 RNA 
polymerase-mediated transcription, adaptor ligation, and PCR amplification followed 
by T7-transcription (TALPAT) がある (青柳 , 2004)。  
本研究では、T7-transcription法が用いられている。T7-transcriptionは、試験管内
の転写反応で最も一般的であり、T7プライマーとT7RNAポリメラーゼを用いて効
率的にRNAを合成する方法である (劉爽 , 香川 , 木本 , 平尾 , 2011)。DNA分子は
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3‘-OH末端と新しく付加されるデオキシヌクレオチドの5’-リン酸基との間にリン
酸ジエステル結合を形成して成長し、5‘→3’へ向かって伸張する。この伸張反応
を行うDNAポリメラーゼでDNA鎖を単独で開始できるものはない。この3’-OHを
供給するものをプライマーと呼ぶ (村松 , 2008)。T7プライマーは、大腸菌の細菌に
対して特異的な感染を有するウイルスであるバクテリオファージT7(高久 , 2008; 
劉爽ら , 2011)が持っているT7RNAポリメラーゼに認識され転写を開始させるプ
ロモーターである。T7RNAポリメラーゼはT7プロモーターに配列特異性を持つ転
写酵素で、T7プロモーター配列を含む二本鎖DNAを鋳型として、プロモーター下
流の鋳型鎖DNAに相補的なcRNAを合成するDNA依存性RNAポリメラーゼである
(劉爽ら , 2011)。  
本研究では、抽出した total RNA (100ng)中のpoly A+RNAにT7-オリゴdTプライマ
ー（mRNAに特徴的なpoly A配列にアニーリングするよう設計されたチミンヌク
レオチドの連続）を使用して、逆転写反応により5 '末端にT7プロモーター配列
(TAATA CGACT CACTA TAGGG) を有する一本鎖cDNAが合成された。合成した
一本鎖cDNAを鋳型として in vitro transcription (IVT) 時に鋳型とされる二本鎖
cDNAを合成した。この反応では、DNAポリメラーゼ（DNA合成酵素）および
Ribonuclease H (RNase H) が使用された。RNaseHは、RNA-DNAハイブリッドの
RNA鎖のみを特異的に分解する酵素である。作製された二本鎖 cDNAは鋳型とし
RT-IVTによりcRNAに逆転写され、T7RNAポリメラーゼによって増幅しながら合
成された。 IVTは、試験管内においてRNAポリメラーゼ（RNA合成酵素）によっ
て鋳型となるDNA鎖の鋳型鎖（アンチセンス鎖）と相補的なヌクレオチドを結
合・伸長してRNA鎖を合成する反応である (青木 , 廣瀬 , 2013)。また、この増幅過
程でビオチン（蛍光色素）がcRNAに付加された。IVTの過程に標識されたヌクレ
オチドを加えることで、標識ヌクレオチドを内部に取り込んだRNAを合成するこ
とができる (青木 , 廣瀬 , 2013)。  
通常 total RNAからから一本鎖cDNAを合成することによって直接標識を取り込
ませる場合では50μg以上、T7-transcriptionを1回行った場合でも必要な total RNA
量は1～2μgであると言われている (青柳 , 2004)。cDNAではなく  cRNA をキャプチ
ャに用いることで、増幅ステップによって微量サンプルの場合などハイブリダイ
ゼーションの効率を高めることができる。  
 
（３）フラグメント化  
ハイブリダイゼーションは20～25塩基のオリゴヌクレオチドとおこなうため、
この一連の操作によって生成された cRNAを断片化し適当な長さに調整する (油谷 , 
2015)。  
 
（４）cRNA の評価  
合成された cRNA は実験に用いた初めの total RNA の状態に大きく左右される。 
これは total RNA における poly A+RNA の含まれる割合は単離された臓器や生物の
健康状態などの要因に影響されるためである。ポリアデニル酸  (poly(A)) は核酸
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構成成分の１つアデニンが連続して結合したもので、多くの真核生物の mRNA の
3’末端にみられる。この配列は転写後にポリ A ポリメラーゼにより付加され、短
いものから長いもので 200 残基  (mer) の長さがある。mRNA の細胞内での安定性
に関係すると考えられており、一般的には長いほど mRNA は安定であると考えら
れている (伊藤ら , 2009)。それぞれの mRNA からの cDNA 合成、cDNA からの cRNA
合成  (in vitro transcription) の際に全領域にわたり合成されたか、当初の RNA が
分解していなかったか、ターゲットとして十分な長さまで cRNA が合成されたか
は、 GeneChip® でのハイブリダイゼーションにより評価することができる
(Affymetrix 社 , 2016)。GeneChip® では、cRNA の状態を確認するために各生物で
恒常的に発現していると考えられる遺伝子  (House keeping gene など ) を対象に複
数のプローブの 3’末端側および 5’末端側に 16～20 種類のプローブが設計されて
いる。プローブは特定の塩基配列を有する DNA・RNA の検出に用いる DNA また
は RNA 断片のことで、放射性同位元素や蛍光色素、化学物質で標識して用いら
れ、検出には相同な配列を持つ核酸の間で起きる塩基対形成反応を利用する (高久 , 
2008)。  
これらのシグナル値の比（3’/5’比）により、均一に cRNA が合成されたか判断さ
れた。その比率は 3 以下であることが望ましいとされている (Affymetrix 社 , 2016)。 
 
（５）ハイブリダイゼーション  
ハイブリダイゼーション（ハイブリッド形成）は約 90℃の加熱または極端な pH
にさらした DNA の 2 重結合をゆっくり元に戻すと相補鎖どうしが二重らせんを
再形成する過程のことである。塩基配列が相補的であれば一本鎖の核酸の組み合
わせ（DNA と DNA, RNA と RNA, RNA と DNA）で同様なハイブリダイゼージョ
ン反応が起こせる。この性質を利用して一本鎖の核酸分子が相補的な分子と選択
的に二重らせんを形成させることで、DNA 及び RNA の特異的な塩基配列を効率
的に検出することができる (Bruce Alberts, 2009)。DNA プローブはハイブリダイゼ
ーションを利用して塩基配列を探索するための核酸断片である。DNA マイクロア
レイにはこの DNA 断片が貼り付けられている。  
本研究では、標識 cRNA( 12.5µg ) をハイブリダイゼーションバッファーに加え
DNA マイクロアレイ Human Genome U133 Plus 2.0 Array (Affymetrix Santa Clara，
CA, USA)上にある DNA プローブへ 16 時間ハイブリダイゼーションした。
Affymetrix の DNA マイクロアレイはハイブリカートリッジ一体型で専用のハイ
ブリダイゼーションオーブンによりムラなくハイブリダイゼーションが行える。
半導体技術を利用した高密度な DNA マイクロアレイである (青柳 , 2004)。
Affymetrix はオリゴヌクレオチド DNA 合成の各反応を光で制御できる手法を開
発しており、コンピュータのシリコンチップ作成時における感光性樹脂を塗布し
た半導体の素材に対して光を照射して微細な IC パターンを転写する技術 (新村 , 
2008)である光リゾグラフィーに似たシステムを用いて、チップ上でオリゴプロー
ブを合成する (新村 , 2008)。ハイブリダイゼーション、洗浄、スキャンまでは自動
化されており、実験者の手技に依存したデータのばらつきは少ない (青柳 ,  2004)。 
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1 枚の Human Genome U133 Plus2.0 Array 上には約 54000 のプローブセットが配
置されており約 39500 のヒト遺伝子を由来とする約 47400 の転写産物が解析可能
である。転写産物とは DNA から RNA ポリメラーゼにより転写された RNA のこ
とである (伊藤 , 2009)。本研究で使用したマイクロアレイの解析対象となったプロ
ーブ数は 54675 個であった。  
また、GeneChip®技術のプローブにはアレイ上に 20～25 塩基のオリゴヌクレオ
チドが配置される。非特異的ハイブリダイゼーションが起こる危険を避けるため、
各遺伝子の検出に対して最大 40 個の異なったオリゴヌクレオチドが使用される。
類似性が低い領域 10～20 種類のオリゴヌクレオチドをパーフェクトマッチ  (PM)
と、PM と 1 塩基だけを置換したミスマッチ  (MM) 配列を 1 対のプローブペアと
してアレイ上に配置して、PM と MM の蛍光強度を差し引くことで非特異的ハイ
ブリダイゼーションの除去を行っている (Affymetrix 社 , 2016; 橋本ら , 2004; 油谷 , 
2015)。  
 
（６）洗浄、染色（蛍光標識）  
ハイブリダイゼーションさせた DNA マイクロアレイを GeneChip® Fluidics 
Station 450 にてオーバーナイトで洗浄およびストレプトアビジン -フィコエリス
リンにて染色（蛍光標識）をした。GeneChip®Fluidics Station 450 は、Affymetrix 
GeneChip®アレイの洗浄・染色作業に使用される機器である (Affymetrix 社 , 2016)。
ストレプトアビジンはビオチンに対して強い親和性と特異性を有するために、プ
ローブとして用いられる細菌由来のタンパクである。ビオチン化基質と色原体を
架橋するために用いられる (高久 , 2008)。フィコエリスリン（フィコエリトリン）
は、紅藻に含まれる赤色の色素タンパクである (小学館ランダムハウス英和大辞典
第二版編集 , 1993)。  
DNA マイクロアレイには二色法と一色法がある。二色法は同アレイ上で標識の
異なる２つのサンプルを同時にハイブリダイゼーションすることにより比較する
方法である。多数サンプルで解析する場合は、全てのアレイに同じコントロール
サンプルをハイブリダイゼーションすることによってアレイ間のデータを補正す
る必要があり、誤差を生じやすい。また、二色法で一般的に使用される Cyanine-3 
(Cy3), Cyanine-5 (Cy5) の蛍光では感度に限界があり、波長が近いためサンプル間
の差異が検出しにくくなる。一色法は 1 つの DNA マイクロアレイあたり 1 サン
プルをハイブリダイゼーションする方法で、データがばらつく原因になりやすい
コントロールサンプルの必要がない (青柳 , 2004)。本研究の GeneChip®では一色法
が採用されている。  
 
（７）スキャン、数値化  
高密度アレイをスキャンすることが可能な GeneChip®Scanner 3000 7G でアレイ
上に結合したターゲット配列をスキャンしてイメージ画像を取得し、画像解析専
用ソフトの Affymetrix®GeneChip®Command Console®Software (AGCC) を使用し
て各プローブの強度データをまとめ、Affymetrix®Expression Console™Software を
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用いて数値化が行われた。基盤の自家蛍光や非特異的なハイブリダイゼーション
などの非生物学的要因によるシグナル強度の変動を取り除くバックグラウンド補
正 (友田 , 2013)されたデータを用いて有意検定によるデータが算出された。  
Affymetrix®Expression Console™Software はマイクロアレイで GeneChip®Human 
Genome U133 Plus 2.0 Array などから得られたプローブセットのシグナル値を
Summarization および Normalization を行い、比較できる数値にするためのソフト
ウェアである。バックグラウンド補正、Summarization, Normalization からなるこ
れらの手法は、Robust Multichip Average (RMA)法と呼ばれ、プローブレベルの発
現データの蛍光強度を用いてソフトウェアによるデータを標準化する方法である
(金 , 藤渕 , 2013; 藤渕 , 2013)。  
 
（８）解析ソフト GeneSpring GX によるデータ解析  
AGCC から出力された数値データを取り込んで以下①～⑤の解析をした。
GeneSpring は多くの研究者で使用されている遺伝子解析ソフトである。マイクロ
アレイ法では 1 回の実験結果として数千から数万の遺伝子群の発現量が数値デー
タとして得られる。この大量の発現情報を統計学的手法などにより解析する。シ
グナル検出は、標識された cRNA をハイブリダイズさせた後はアレイを洗浄して
結合しなかった分子を除去しハイブリッド形成して蛍光を発する位置をスキャナ
ーで読み取り、その位置からそれぞれの遺伝子の位置を割り出す (Bruce Alberts, 
2009)。各スポット内で蛍光標識試料がプローブとハイブリッドを形成した量は、
cRNA 量が実際に生体細胞内で発現していた mRNA 量に対応していることから、
スポットの強度から試料中の発現した mRNA の量が分かる (Renneberg, 2014; 油
谷 , 2015)。これをコントロール群と対象群で比較することで、複数の遺伝子の発
現の違いを知ることができる。  
また、本研究では 42℃群の標準化されたシグナル値を 37℃群のシグナル値で割
り、その商から発現変動が判定された。商が 1 から離れているプローブは発現が
変動している可能性があるものとした。さらに、本研究では、SkMC における遺
伝子発現変動の比較で、37℃群と比較して 42℃群において 2 倍以上の発現増加が
あったもの、0.5 倍以下に発現が抑制されたものについて主に解析をした。本研
究においては 2 倍以上、0.5 倍以下の発現変動が確認された遺伝子については、
Pubmed 及び NCBI gene などのデータベースを使用して、遺伝子機能の確認を行
った。また、Pubmed を使用して各因子と骨格筋の関連や ASCVD との関連などを
確認した。  
遺伝子発現変動の基準は明確に定められていないが、2 倍以上、0.5 倍以下はよ
く用いられている倍率変化の閾値である (I. S. Kohane et al., 2012)。DNA マイクロ
アレイにおいては「有意な倍率変化は何倍か」と問われるが、この「有意」には
様々な意味が含まれ、研究対象の生体システムに関与している、もしくはその変
化の原因になっている、研究を続ける価値などがあげられるが、統計学的に有意
な遺伝子発現変化が生物学的システムの有意な変化に結びついているわけではな
い (I. S. Kohane et al., 2012)。そのため、遺伝子発現変動が 2 倍以上、0.5 倍以下の
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変動倍率閾値外においては、多くの興味のある生体システムに関与するかもしれ
ない遺伝子群がその後の解析から外されてしまう危惧は存在する。しかし、数百
の候補遺伝子に有意差の順位をつけて上位にランクされる遺伝子をリストアップ
するだけでも、生物学的に有用な知見が得られる可能性を高めており (I. S. Kohane 
et al., 2012)、網羅的な解析の特徴であると言える。  
また、マイクロアレイで得られる遺伝子発現データは、それぞれの mRNA のあ
る 1 時点の濃度、あるいは他のサンプルに対する相対的な濃度の比として得られ
る測定値である。2 つの遺伝子の転写が同時に開始され、同じ速度で進行しても、
各 mRNA の寿命が異なる場合は、これら 2 つの遺伝子の発現の測定値（およびそ
の先にあるタンパク質の合成）は全く異なる可能性がある (I. S. Kohane et al., 
2012)。  
 
①  Gene Ontology 解析  
Gene Ontology (GO) は GO consortium (URL: http: //geneontologu.org/)によって
作成されたデータベースで、種横断的な情報利用を目的に作成した遺伝子の特
徴（機能等）を概念的に整理し、対象となる領域で必要とする概念と概念間の
関係を形式的かつ明示的に定義したものである (H.J. Drabkin et al., 2015; 酒井 , 
山本 , 中村 , 福田 , 2013)。GO によって定義された用語は GO term と呼ばれ、GO 
term は遺伝子産物の分子レベルでの触媒や結合活性を表現する分子機能  
(Molecular Function) 、細胞内部構造や生体高分子複合体などへの局在を表現す
る細胞内構成要素  (Cellular Component) 、生体分子機能が逐次的に関与した過
程を表現する生体内作用  (Biological Process) に整理・構造化されている。GO
は標準化された用語によって生物学的現象を記述することを目指している
(Ashburner et al., 2000; Japanese Society for Bioinformatics, 2006)。マイクロアレ
イで発現変動のあった遺伝子単独の機能ではなく、遺伝子群としてどのような
動きをしているのかということを大まかに捉えるためにカテゴリー探索を目的
にしている。  
GO 解析では、発現が増加または減少した対象プローブが GO で分類された遺
伝子リストと偶然一致する確率を計算する  (p＜0.001) 。発現が増減したプローブ
リスト名を使用しているが、発現量には依存していない。偶然一致する確率が低い
遺伝子は、その GO と関連性が高いものであると判断される (Affymetrix 社 , 2016)。
つまり、GO term に分類される遺伝子発現が増加または減少した場合に、ゲノ
ム中にもともと多いのか変動した遺伝子の割合が多いのかという点を考慮する
ことが必要となるが、本研究で算出された p 値はもともとの遺伝子数と発現変
動のあった遺伝子数によって算出され、それらの点が考慮されたものであり、
同じ GO term の中に複数の遺伝子が含まれている。しかし、GO term は全ての
遺伝子に与えられているものではなく、また 1 つの遺伝子に複数の GO term が
付けられていることも多い。GO での解析対象は GOterm が与えられている場
合に限られる。マイクロアレイプローブに含まれる遺伝子リストには、その機
能が明らかにされていないものも多く含まれている。  
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本研究では、SkMC への 37℃と 42℃の温熱刺激の比較において、発現が 2 倍
以上変動した遺伝子と 0.5 倍以下に発現が抑制されたプローブについて、GO 解
析を行った。GO 解析で検出されたプローブリストは、データベース AmiGO 2 
(http: //amigo.geneontology.org/amigo)を使用して、GO の各機能を確認して分類
した。AmiGO は公開されている代表的なデータベースとして知られている
(Ashburner et al., 2000; Japanese Society for Bioinformatics, 2006)。  
 
②  Scatter Plot 解析  
検出された解析対象となった 54675 プローブ Raw 値を異なるアレイ間の実験
による誤差の補正を目的として正規化した値で Scatter plot を作成し、サンプル
間の発現レベルの違いを視覚的に確認した。  
2 種類の mRNA が、状態は異なるが同じ組織から抽出されたものである場合、
House keeping gene と呼ばれる細胞を維持する遺伝子をはじめ、多くの遺伝子は
同様な発現をしていると考えられる。この 2 種類のデータの散布図 (Scatter Plot) 
は原点を通る傾き 45 度の直線を中心に分布することが期待される (Tsujimoto, 
2005)。2 変量連続型データの分布は散布図  (Scatter Plot) によりその概形を知
ることができる。2 変量間の関係の強さを示す統計量として相関関係があるが、
変量間の関係を一つの数値だけで表すのは十分でなく、Scatter Plot の作成が必
要であるとされている (Japanese Society for Bioinformatics, 2006)。  
 
③ クラスター解析  
クラスターとは群れや集団という意味である (新村 , 2008)。クラスター解析と
は類似した特性を持つものをまとめたり分類したりする統計学的手法で遺伝子
のグループ化であり (橋本ら , 2004)、ラベル情報が未知であるときに用いられる
(Japanese Society for Bioinformatics, 2006; 日本バイオインフォマティクス学会
編 , 2015)。分類した遺伝子群が特定の機能に関連しているものばかりであった
とき、その中に機能未知の遺伝子が含まれていた場合、その遺伝子の機能はほ
かの遺伝子と共通である可能性が高い。クラスター解析により共通に発現制御
を受けている可能性のある遺伝子群や遺伝子発現パターンから見て似ているサ
ンプル群等の情報を得ることができる (Tsujimoto, 2005; I. S. Kohane, A. T. Kho, 
& A. J. Butte, 2012; 油谷 , 2015)。クラスター解析には階層的クラスタリング法、
K-means クラスタリング法、自己組織化マップ法がある (Japanese Society for 
Bioinformatics, 2006; Tsujimoto, 2005)。クラスタリング解析を経ることで発現パ
ターンの類似性から同時発現する遺伝子を検出することができ、類似な発現パ
ターンを示す遺伝子グループが複数存在しているということについて確認する
ことができる (堀本 , 2013)。  
本研究では階層的クラスタリング法を用いている。階層的クラスタリングは
遺伝子発現データのクラスター解析において最も広範に使用されている手法で
ある (Japanese Society for Bioinformatics, 2006)。ここでは 2 次元空間にあるクラ
スター間の類似性（距離）を計算して最も類似している（近い）クラスターを
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併合することを繰り返して全ての遺伝子が含まれるところまで距離を長くとっ
た段階で解析が終了する。類似性の計算には、相関に基づく手法とデータ間の
距離（最近隣距離法、最遠隣距離法、群平均距離法、重心間距離法）を用いる
2 つの方法がある (Michiel Jan Laurens de Hoon & 橋本 , 2013; 油谷 , 2015)。階層
的クラスタリングは各遺伝子や実験が階層的に分類（慣例的に縦軸を遺伝子方
向、横軸を実験条件方向として発現パターンの類似した遺伝子を集めてデンド
ログラム（系統樹）を作成）されるので各遺伝子や実験間の関係について視覚
的理解が促され、デンドログラム上で近いところにある遺伝子や実験条件は互
いに似ていることが分かる。 (坊農 , 2013)。  
本研究では、37℃群と 42℃群それぞれにおいて発現変動絶対値が上位 100 の
プ ロ ー ブ が 対 象 と な っ た 。 こ れ ら の リ ス ト の 標 準 化 さ れ た 強 度 の 値
(Normalization intensity values) を使用して階層的クラスタリングを行った。類
似度はピアソンの相関係数に基づいた。類似性の尺度にピアソン相関係数を用
いる場合、ピアソン相関係数が 1.0 の場合、2 つの遺伝子の発現量は散布図上
で正の傾きを持つ直線を描く。ピアソン相関係数が -1 の場合は、散布図上で負
の傾きを持つ直線が見られ、0 の場合には、2 つの遺伝子の発現量にそのような
関係が見られない。クラスター解析では、相関／逆相関いずれも類似性がある
と計算される (坊農 , 2013)。  
 
④ Pathway 解析  
Pathway とはある化合物からほかの化合物へ導く化学反応の連鎖で、生体を
維持・活動していくのに必要な生命現象を制御する過程や経路のことであり (高
井 , 2007; 高久 , 2008)、ある機能のためにまとまりをもって働く一連の生体分子
の相互作用ネットワークである (Japanese Society for Bioinformatics, 2006)。遺伝
子は単独ではなく様々な分子と相互作用してネットワークを作ることによって
機能を発揮している。しかし、どの相互作用の組み合わせが特定の pathway と
して特定の生命現象に寄与しているかを定義することは難しく、「生物学者が分
類上の理由や歴史的な理由など様々な経緯からひとくくりにして整理した方が
生命現象を理解するうえで有用であると考えた一連の相互作用の集合」
(BIOPAX.org)という表現が現実的であると考えられている (Araki et al., 2011; 
福田 , 2007)。Pathway は現状レベルにおける生物学者の生命の理解を反映した
知識を定性的に図や言葉で表現した知識である (福田 , 2007)。Pathway には代謝
pathway, シグナル伝達 pathway, 転写制御 pathway などがある。代謝系は酵素
が連続して働いてある化合物を別の化合物へと変換する pathway である。シグ
ナル伝達系は細胞からのシグナルに対してあるタンパク質が反応し、そのシグ
ナルを別のタンパク質に伝え、遺伝子発現の制御へと結び付けていくタンパク
質相互作用の pathway である (五斗 , 2015)。  
この蓄積された pathway を活用して未知の生体内の情報を推定し、発現に変
化のあった pathway を調べるのが pathway 解析と言われている。たとえば、タ
ンパク質の機能はアミノ酸配列の類似性を調べることにより推定できるが、そ
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れと同様に pathway を比較することで、どのような高次機能が保存されている
かを解析できる (Japanese Society for Bioinformatics, 2006)。実体そのものではな
く、実体間の関係が pathway 解析の主な対象となる。さらに実体個々が持つ機
能だけでなく、これらの機能が集合して達成される高次の機能と、その達成の
メカニズムが対象となる (高井 , 2007)。このように、抽出した遺伝子がどのよう
な局面でどのような遺伝子と協調して働いているかという情報が重要であるた
め、上記の②GO 解析や③クラスター解析などで遺伝子の機能予測がある程度
できた後に、遺伝子の集合がどのような pathway で働いているのかを検索する
(五斗 , 2015)。GO 解析と pathway 解析は、有意に発現変動のあった遺伝子群が
どの機能に含まれているのかを確認できるが、pathway には遺伝子どうしの関
係性が含まれている (Araki et al., 2011)。  
本研究では、37℃群と比較して 42℃群において温熱刺激により遺伝子発現が 2
倍以上変動した遺伝子および 0.5 倍以下に発現が制御されたプローブのリスト
を使用して patyway 解析を行った。本研究は Single Experiment Analysis と呼ば
れる解析方法で、解析には WikiPathways database (http: 
//www.wikipathways.org/index.php/WikiPathways) を使用し、WikiPathways に登
録されている pathway との関連性を遺伝子群が含まれる pathway の割合と遺伝
子全体の割合を比較して p-value として計算し、p-value <0.01 を満たす pathway
の抽出を行った。  
 
⑤ ネットワーク解析  
集合において任意の 2 つの要素の間に何らかの関係の有無が定義されるもの
を表したものをグラフという。グラフの各辺に向きを与えたものは有向グラフ
と呼ばれており、さらに各頂点や各辺に重みや長さといった数値情報が加えら
れた有向グラフはネットワークと呼ばれる (Araki et al., 2011; Japanese Society 
for Bioinformatics, 2006)。生体内には様々なネットワークが存在しており、代謝
物質の反応経路や遺伝子の互いの制御関係、タンパク質どうしの相互作用とい
った様々な物質などの相互作用など多くの事象がネットワークとして表現され
ている (Araki et al., 2011; Japanese Society for Bioinformatics, 2006)。  
マイクロアレイで計測された遺伝子発現量に基づくネットワーク解析の目的
は遺伝子制御メカニズムの解明であるが、マイクロアレイで計測される遺伝子
発現量は膨大であり、ネットワーク解析では、情報学的もしくは数理的な解析
により遺伝子間の関連性を見積もりグラフ表現されている (Araki et al., 2011; 
堀本 , 2013)。ネットワーク解析における情報学的な手法により過去の文献情報
から生物学的知見を組織的に抽出するデータベース技術は、同時発現する遺伝
子群の集合から生物機能への橋渡しをする。つまり、同時発現する遺伝子群に
対して実験により同定された遺伝子の機能を割り当て、各グループの機能的な
特徴づけを行い、さらに特徴づけに基づいてグループに存在する機能未知の遺
伝子の機能を推定する。さらに数理的なネットワーク解析は、集団としてとら
えていた遺伝子群に、遺伝子間の関連性や因果関係を与え、直接的に関連する
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遺伝子群を推定し、さらには同時発現の原因となる遺伝子と結果として同時発
現する遺伝子との関連性を推定する (堀本 , 2013)。また、細胞が環境に応じて遺
伝子間の関係性を変化させるが、この関係性の変化、すなわちネットワークの
構造自体の変化を推定し、細胞の刺激応答や細胞分化などの時間発展などの根
底にある分子メカニズムを解明することもネットワーク解析の重要な目的であ
る (堀本 , 2013)。このように、ネットワーク解析では遺伝子発現解析だけでは推
察が困難である、ある条件下で特異的に発現変動している遺伝子群は細胞内で
どのように強調しているか、遺伝子間の細胞内での因果関係はどうなっている
のかという点について答えを導くことが期待されている (Araki et al., 2011)。  
ネットワーク解析は階層的かつ重層的な解析である。第一層は大量の相互作
用を内在する計測データや過去の文献から組織的に抽出される関連情報を収納
するデータベースの構築、第二階層は、これらデータベースに収納された生命
情報に基づくネットワークの構造解析、第三階層は、ネットワーク構造に基づ
く動態の解析である。マイクロアレイによって計測された遺伝子発現データの
解析における「ネットワーク解析」とは、第一階層のデータベースの文献情報
に基づく pathway データベースの構築と、第二階層のネットワーク構造解析に
あたる部分である (堀本 , 2013)。  
本研究では、自然言語処理 (NLP: Natural Language Processing)  によって
interactiondb に登録されている相互作用情報をデータベースより検索したもの
である。NLP は人間が作った文章をコンピュータが主語や述語に分け、意味を
解釈できるようにすることなど、文章の意味をコンピュータに理解させるため
の処理である (伊藤 , 2009)。  
 
（９）ELISA による分泌タンパクの確認  
培養温度の変化によって骨格筋より放出され脂肪細胞に作用する可能性のある
候補分子 Dipetidyl peptidase Ⅳ (DPP-4) が実際に骨格筋細胞培養液中に放出され
ているか ELISA (Enzyme Linled Immuno-Sorbent Assay) 法で確認をした。ELISA
法は抗原抗体反応と酵素基質反応を組み合わせた検査法で酵素免疫測定法と呼ば
れている。この方法では、不純な試料に含まれる特定のタンパク質の濃度を簡単
な操作で感度よく検出することができる (森山 , 宮崎 , 2011)。基本的な原理は、マ
イクロプレートの表面に目的とするタンパク質の含まれた溶液を固相化して、こ
こに目的とするタンパク質のみに特異的に反応する抗体を加えたものである。用
いる抗体に酵素標識をしておけば、結合した抗体の量が分かり、目的の抗原タン
パク質の量も分かる。標識酵素にはアルカリホスファターゼ  (ALP) や西洋ワサ
ビペルオキシターゼ  (HLP) が一般的に使用される (森山 , 宮崎 , 2011)。  
本研究では HUMAN SOLUBLE DIPETIDYL PEPTIDASE Ⅳ (DPPⅣ)/CD26 ELISA 
KIT (AVISCERA BIOSCIENCE, INC. USA) を使用した。一般的な ELISA には、直接
吸着法、サンドイッチ法、競合法の 3 種類があるが、このキットではサンドイッ
チ法が採用されている。サンドイッチ法は、マイクロプレートに目的のタンパク
質に対する一次抗体を固相化させておき、抗原溶液を添加し抗原抗体反応をさせ
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る。その後、一次抗体と抗原認識部位が異なる一次抗体を添加して、抗体 -抗原 -
抗体のサンドイッチを形成させる。洗浄後、ビオチン標識二次抗体を反応させ、
続いて酵素標識アビジン D を反応させた後、発色反応をさせ吸光度を測定する (森
山 , 宮崎 , 2011)。  
本研究では、先述の SkMC 培養と同条件で温熱刺激を与えて、培養液を回収し
たものを試料として使用した。実験プロトコールは、AVISCERA BIOSCIENCE, INC. 
USA によるものとした。吸光度の測定には iMark マイクロプレートリーダー
（BIORAD 社）を使用し、450nm／570nm の波長で読み取った。  
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第Ⅳ章 結果  
 
１．培養ヒト骨格筋細胞への温熱刺激  
本研究では SkMC へ温熱刺激を与える方法として、40℃～42℃での培養が有効
であると考え、温熱刺激群を 42℃と設定し、細胞の生存が不可であった場合には
40℃を設定することを検討していたが、42℃の温熱刺激においても細胞の生存が確
認されたため 40℃群での培養は実施していない。  
42℃の温熱刺激において少数の浮遊細胞は確認されたものの、42℃環境下におい
ても多くの SkMC の生存が可能であることが確認された。温熱刺激開始時点およ
び温熱刺激開始後 20 時間経過後において、両群ともに浮遊細胞は確認されなかっ
た。  
図 1 では、20 時間の温熱刺激後において、細胞形態や単層培養系での接着性に
顕著な差を認めなかったが、細胞数は 37℃群では 115600 個 /mL に対し、42℃群で
は 86250 個 /mL とやや減少傾向が見られた。  
 
 
図  1 20 時間の 37℃（コントロール群、写真左）と 42℃温熱刺激後 SkMC(写
真右 )の比較  
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２．抽出 RNA サンプルクオリティ評価  
Bioanalyzer を用いた全サンプルの評価では、37℃群、42℃群において、18S rRNA, 
28S rRNAの電気泳動像が確認できたことから抽出物は rRNAであると考えられ、
細胞内のRNAが抽出されたことが確認できた（図2、図3）。  
また、37℃群、42℃群ともにRNAの分解度を示すRINは10であり、抽出されたサ
ンプルは分解されておらずマイクロアレイ解析用サンプルとして問題ないと考え
られた。  
 
 
図  2 37℃群の電気泳動像  
 
 
図  3 42℃群の電気泳動像  
  
  
18S rRNA 28S rRNA 
18S rRNA 
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NanoDrop を用いた測定の結果では、37℃群、42℃群のサンプルにおいて cRNA
合成に必要な total RNA量 (10ng～25ng)以上の量が抽出されたことが確認された
（表3）。また、核酸の純度を示す260/280比は37℃群で2.05、42℃群で2.20であり、
タンパク質の混入が低く、RNAの純度は高いと考えられた（表3）。  
 
表  3 温度変化による SkMC より採取されたサンプル概要  
培養温度 (℃) Total RNA 濃度 (ng/μL) 液量 (μL) Total RNA 量 (μg) A260/A280 比  
37 31.16 600 18.7 2.05 
42 24.69 600 14.81 2.20 
 
 
３．  cRNA の評価  
Human Genome U133 Plus 2.0 Array上へのハイブリダイゼーション時のcRNA合
成評価は、Affymetrix®Expression Console™ Softwareにより解析された。House 
keeping gene で あ る GAPDH(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) の signal 
( 3’/5’) 比は、37℃群で0.93、42℃群で0.9であり、RNAの増幅過程において3’側と5’
側が均一に合成されたものと判断された。  
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４．Scatter plot  
37℃群と 42℃群の遺伝子発現の関係を図 4 に示した。37℃群  (M) 側のスポット
のシグナルの蛍光強度を X 軸、42℃群  (MH) 側のスポットの蛍光強度を Y 軸に分
布させた。各サンプルの発現レベルが同じあれば、プロットは  中心 45 度のライ
ン上となり、発現レベルの差があるほど中心から外れることが確認できる。図 4
中のラインは左側から順に、2 倍変動、変動なし、0.5 倍変動を表している。  
本研究において、2 倍以上の有意な発現増加があった遺伝子は 1072 であり、図
4 中の左側ラインの外側にプロットされており、0.5 倍以下に発現が減少した遺伝
子は 1123 であり、図 4 中の右側ラインの外側にプロットされていることが視覚化
された。  
 
 
図  4 Scatter Plot  
  
 37 
 
５．クラスター解析  
クラスタリングの結果はヒートマップで図 5 に示した。ヒートマップでは赤が
濃くなるほど発現が上昇、緑が濃くなるほど発現が減少することをグラデーショ
ンで表現している。37℃群と 42℃群それぞれにおいて発現が確認されたプローブ
リストから、その発現変動の絶対値が上位 100 のプローブを抽出して使用されて
いる。本研究でクラスタリング解析に含まれたプローブの fold change 範囲は、発
現が上昇した遺伝子群では 4.53～12.39、発現が低下した遺伝子群では 0.022～
0.068 であり、図 5 の color range の値である−3～3 の範囲で相対的にグラデーショ
ン表現されている。温熱刺激群で発現が上昇している遺伝子も多数確認でき、コ
ントロール群に比して発現が減少している遺伝子があることも確認できる。  
また、図 5 では、縦軸を遺伝子方向、横軸を実験条件方向として、解析のため
に抽出されたすべての遺伝子ペアで総当たりに網羅的に計算された (I. S. Kohane 
et al., 2012)ピアソンの相関係数による発現パターンの類似度により、デンドログ
ラム（系統樹）が作成されている。デンドログラム上において、近いところに記
載されている遺伝子は互いに類似した機能を持っていると考えられる。  
 
 
 
42℃  37℃  
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図  5 クラスター解析（ヒートマップ）  
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６．発現に変動のあった遺伝子  
37℃群と比較して 42℃群において、2 倍以上の発現増加があった遺伝子は 1072、
0.5 倍以下に発現抑制された遺伝子は 1123 あった（巻末資料）。  
2 倍以上に発現が増加した因子のうち、骨格筋において発現し ASCVD に関連
すると考えられた因子は表 4 に示す通り、25 遺伝子が確認され、そのうち 16 遺
伝子は、その発現の増加が ASCVD 予防的に関与すると考えられた。さらに上位
10 遺伝子においては、そのうち 9 遺伝子が ASCVD に防御的に働くと考えられた。  
0.5 倍以下に発現が減少した因子のうち、骨格筋において発現し ASCVD に関連
すると考えられた因子は表 5 に示す通り、12 遺伝子が確認され、そのうち 8 遺伝
子は、その発現の減少が ASCVD 予防的に関与すると考えられた。上位 10 遺伝子
においては、そのうち 6 遺伝子は発現減少が ASCVD 防御的に働くと考えられた。  
また、2 倍以上に発現が増加した因子のうち、表 6 の通りの 10 遺伝子、0.5 倍
以下に発現が減少した因子のうち 1 遺伝子が、アポトーシスや細胞増殖抑制に関
連する因子として確認された。  
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表  4  37℃群に比して 42℃群で発現が増加した ASCVD に関連する遺伝子  
 Gene symbol Gene Title Fold 
change 
Effect of ASCVD 
at skeletal musle 
○  HSPA1A///HSPA1B heat shock 70kDa protein 
1A///heat shock 70kDa 
protein 1B 
11 improve of insulin sensitibvity 
○  CLU clusterin 9.086 improve of insulin sensitibvity, 
protection from cell damage 
 ALOX15B arachidonate 
15-lipoxygenase, type B 
4.59 assosiated with atherosclerosis  
○  SESN3 sestrin 3 4.28 improve of insulin sensitibvity 
○  HSP105/110 heat shock 105kDa/110kDa 
protein 1 
4.12 improve of insulin sensitibvity 
○  GDF15 growth differentiation 
factor 15 
3.84 antidiabetic effect, maintenance of 
mitochondrial function  
○  CTRP1/C1QTNF1 C1q and tumor necrosis 
factor related protein 1  
3.17 improve of insulin sensitibvity 
○  SLN sarcolipin 3 promotion of glucose uptake by 
noninsulin-dependent 
○  SESN1 sestrin1 2.88 maintenance of motor function of 
skeletal muscle 
○  LEPR leptin receptor 2.64 improve of glucose uptake 
○  INSR insulin receptor 2.63 improve of insulin sensitibvity, 
antidiabetic effect,  
 VEGFA vascular endothelial 
growth factor A 
2.63 angiogenesis 
 SERPINE1(PAI-1) serpin peptidase inhibitor, 
clade E 
2.57 promotion of arteriosclerosis  
○  THRA thyroid hormone receptor, 
alpha 
2.55 increase in number of mitochondria, 
improve of insulin sensitibvity 
○  KLF15 Kruppel-like factor 15 2.46 improve of glucose uptake 
○  IGF1R insulin-like growth factor 1 
receptor 
2.42 improve glucose tolerance 
 WISP1（CCN4) WNT1 inducible signaling 
pathway protein 1  
2.34 adipocytokine 
○  HRH1 histamine receptor H1 2.31 improve of insulin sensitibvity 
 THBS1 or TSP-1 thrombospondin 1  2.28 decrease of glucose uptake, insulin 
resistance, angiogenesis  
○  IRS2 insulin receptor substrate 2 2.27 improve of insulin sensitibvity, 
antidiabetic effect  
 HSPD1 heat shock 60kDa protein 1 
(chaperonin) 
2.2 insulin resistance 
 AGT angiotensinogen (serpin 
peptidase inhibitor, clade 
A, member 8) 
2.15 insulin resistance, decrease of blood 
flow 
 FITM2 fat storage-inducing 
transmembrane protein 2  
2.15 enhanced skeletal muscle energy 
metabolism 
○  CEBPD CCAAT/enhancer binding 
protein (C/EBP), delta  
2.12 enhanced skeletal muscle strength  
 TLR4 toll-like receptor 4  2.11 induction of chronic inflammation 
○: protective against ASCVD 
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表  5 37℃群に比して 42℃群で発現が減少した ASCVD に関連する遺伝子  
 Gene symbol  Gene Title Fold 
change 
Effect of ASCVD 
at skeletal musle 
○  DPP-4 dipeptidyl-peptidase 4 0.213 suppression of adiponectin 
secretion, decrease of skeletal 
muscle mass, degradation of 
mitochondrial function  
○  LIPG lipase, endothelial  0.254 enhanced HDL metabolism 
 CAMK2D calcium/calmodulin  
-dependent protein kinase 
II delta 
0.29 inducible expression of GLUT4 
 MEF2C myocyte enhancer  
factor 2C 
0.321 myogenesis,control of muscle fiber 
type,                                            
maintenance of glucose 
homeosutasis 
○  HSPA5 heat shock 70kDa protein 
5 (glucose-regulated 
protein, 78kDa) 
0.333 glucose homeostasis  
○  IGFBP3 insulin-like growth factor 
binding protein 3  
0.336 promotion of arteriosclerosis  
 PLAU plasminogen activator, 
urokinase  
0.348 fibrinolytic 
○  ADAM 12 ADAM metallopeptidase 
domain 12 
0.375 accumulation of fat  
○  ATF6 activating transcription 
factor 6 
0.464658 supressed expression of GLUT4 
 NUCB2 nucleobindin 2 0.46469 adipocytokine, glucose uptake at 
hyperglycemia 
○  IGFBP1 insulin-like growth factor 
binding protein 1  
0.489 promotion of arteriosclerosis, 
insulin resistance 
○  HB-EGF heparin-binding EGF-like 
growth factor 
0.49 insulin resistance 
○: protective against ASCVD 
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表  6 37℃群に比して 42℃群で発現変動が確認されたアポトーシスや細胞増殖
抑制に関連する因子  
Gene symbol  Gene title Fold 
change 
Function 
【Up regulation】       
NOL3 nucleolar protein 3 
(apoptosis repressor 
with CARD domain) 
4.518 anti-apoptosis 
THAP2 THAP domain 
containing, apoptosis 
associated protein 2  
3.630 apoptosis 
PDCD6 programmed cell death 
6 
3.306 programmed cell death  
CDC14B cell division cycle 14B 2.865 regulation of p53 
CIAPIN1 cytokine induced 
apoptosis inhibitor 1  
2.280 anti-apoptosis 
BCL2L13 BCL2-like 13 
(apoptosis facilitator)  
2.244 apoptosis 
LOC728613 programmed cell death 
6 pseudogene 
2.189 apoptosis 
CASP4 caspase 4, 
apoptosis-related 
cysteine peptidase 
2.132 apoptosis 
NAIF1 nuclear apoptosis 
inducing factor1 
2.030 anti-apoptosis 
FAS Fas cell surface death 
receptor 
2.028 programmed cell death  
【Down-regulation】     
PAWR PRKC, apoptosis, WT1, 
regulator 
0.474 apoptosis 
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７．GO 解析  
37℃群に比して 42℃群で SkMC において発現が 2 倍以上変動した 1072 の遺伝
子について GO解析を行い、152 が GOで分類された遺伝子リストと有意  (p<0.001) 
に一致していた。そのうち、114 遺伝子が GO term 分類の biological process、15
遺伝子が cellular components、23 遺伝子が molecular function であった（巻末資料）。
また、発現が 0.5 倍以下となった 1123 遺伝子については、123 遺伝子が GO で分
類された遺伝子リストと有意に一致していた。79 遺伝子が biological process、36
遺伝子が cellular components、8 遺伝子が molecular function であった（巻末資料）。
ASCVD に関連する GO は多岐に渡っており、巻末資料への記載とする。  
また、発現が 2 倍以上に変動したリストのうち 7 遺伝子、発現が 0.5 倍以下に
変動したリストのうち 3 遺伝子が、GO term 分類において細胞増殖やアポトーシ
スに関連することが確認された（表７）。  
 
表  7  GO 解析において細胞増殖およびアポトーシスに関連していた因子  
  Ontology GO ACCESSION GO term Corrected 
p-value 
Up 
regulation  
Biological  
process 
GO: 0042981 regulation of apoptotic 
process 
0.0200887 
GO: 0010941 regulation of cell death  0.0203751 
GO: 0010942 positive regulation of 
cell death 
0.0263345 
GO: 0043067| GO: 0043070 regulation of 
programmed cell death  
0.0284959 
GO: 0008626 granzyme-mediated 
apoptotic signaling 
pathway 
0.0353633 
GO: 0043068| GO: 0043071  positive regulation of 
programmed cell death  
0.0448448 
GO: 0043065 positive regulation of 
apoptotic process 
0.0664513 
Down 
regulation  
Biological  
process 
GO: 0045661 regulation of myoblast 
differentiation 
0.0032473 
GO: 0045596 negative regulation of 
cell differentiation  
0.0064502 
GO: 0051147 regulation of muscle 
cell differentiation  
0.0685367 
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８．Pathway 解析    
SkMC への温熱刺激により発現が上昇した遺伝子の pathway 解析では、 7 
pathway が ASCVD に関連すると考えられ、そのうち 2 pathway が ASCVD 予防的、
2 pathway が ASCVD 促進的であると考えられた（表 8）。発現が低下した遺伝子の
pathway 解析では、7 pathway が ASCVD に関連すると考えられ、そのうち 3 pathway
が ASCVD 予防的、1 pathway が ASCVD 促進的であると考えられた（表 9）。  
また、ASCVD やその他との関連において重要と考えられた pathway に関しては、
図 6～22 に示し、本研究において発現増加が確認された遺伝子を赤枠、発現が低
下した遺伝子を青枠で囲んでいる。  
なお、表 8 と表 9 に記載されている pathway のうち、p-value の上位 10 位につ
いては、巻末資料に pathway 図を示す。
 45 
 
表  8 37℃群に比して 42℃群で発現が上昇した遺伝子群の pathway 
 Pathway p-value 
(E=exponent) 
Number of gene 
expression 
changes in this 
study  
Number of 
genes in 
Wikipathway 
Relatio
n to 
ASCVD 
Other 
 Hs_Adipogenesis_WP236_72082 3.32E-07 14 131 *   
 Hs_Complement_Activation,_Classical_Pathway_WP545_72062  6.02E-07 6 17    
 Hs_Cytoplasmic_Ribosomal_Proteins_WP477_67139  1.21E-06 11 88    
 Hs_Regulation_of_toll 
like_receptor_signaling_pathway_WP1449_72114  
5.40E-06 13 150  * 
 Hs_MAPK_Signaling_Pathway_WP382_72103  7.13E-06 14 168  * 
 Hs_Sulfation_Biotransformation_Reaction_WP692_69031  1.09E-05 5 18    
 Hs_Histone_Modifications_WP2369_69927  2.69E-04 7 67    
× Hs_TNF_alpha_Signaling_Pathway_WP231_72093  3.08E-04 8 87 * * 
 Hs_miRNA_Regulation_of_DNA_Damage_Response_WP1530_717
11 
6.56E-04 7 98    
 Hs_Type_II_interferon_signaling_(IFNG)_WP619_71168  7.69E-04 5 37    
× Hs_Toll-like_receptor_signaling_pathway_WP75_72133  9.66E-04 8 102 * * 
 Hs_Selenium_Micronutrient_Network_WP15_73505  0.001126085 7 84    
 Hs_Folate_Metabolism_WP176_72364  0.001658223 6 67    
 Hs_Integrated_Pancreatic_Cancer_Pathway_WP2377_71228  0.002167452 11 200    
 Hs_AMPK_Signaling_WP1403_73193  0.002265306 6 68 *   
 Hs_Structural_Pathway_of_Interleukin_1_(IL-1)_WP2637_73794 0.002300545 5 49    
○ Hs_Vitamin_B12_Metabolism_WP1533_70117  0.003302485 5 53 *   
 Hs_ID_signaling_pathway_WP53_67360  0.003552407 3 16    
 Hs_Integrin-mediated_Cell_Adhesion_WP185_71391 0.003557221 7 99 *   
 Hs_TGF_Beta_Signaling_Pathway_WP560_68944  0.004236064 5 55  * 
 Hs_TGF_Beta_Signaling_Pathway_WP366_69026  0.004236064 5 55  * 
 Hs_Circadian_Clock_WP1797_42020  0.004250736 3 17    
 Hs_p38_MAPK_Signaling_Pathway_WP400_72084  0.00438413 4 34  * 
 Hs_Senescence_and_Autophagy_WP615_71375  0.00517656 7 106    
 Hs_miRNAs_involved_in_DNA_damage_response_WP1545_70088  0.005882208 3 69    
 Hs_Arylamine_metabolism_WP694_67062  0.007666076 2 7    
○ Hs_Metabolism_of_nitric_oxide_WP1850_70998  0.007666076 2 7 *   
 Hs_metapathway_biotransformation_WP702_68908  0.008058507 9 188    
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 Hs_Endochondral_Ossification_WP474_72122  0.008696522 5 64    
 Hs_Fatty_Acid_Biosynthesis_WP357_70641  0.008947051 3 22    
 Hs_Corticotropin-releasing_hormone_WP2355_71393 0.008962831 6 90    
 Hs_Oncostatin_M_Signaling_Pathway_WP2374_72050  0.009271502 5 65   * 
○: Pathway defensive against ASCVD, ×: Pathway promoting ASCVD  
 
 
表  9 37℃群に比して 42℃群で発現が低下した遺伝子群の pathway 
 Pathway p-value 
(E=exponent) 
Number of gene 
expression 
changes in this 
study  
Number of 
genes in 
Wikipathway  
Relation 
to 
ASCVD 
Othe
r 
 Hs_RB_in_Cancer_WP2446_72248 4.73E-10 15 87   
 Hs_miR-targeted_genes_in_muscle_cell_ -_TarBase_WP2005_69025 1.85E-08 26 336   
 Hs_Synthesis_of_DNA_WP1925_45107 7.83E-08 6 13   
 Hs_miR-targeted_genes_in_lymphocytes_ -_TarBase_WP2004_68896 1.34E-07 28 420   
 Hs_DNA_Replication_WP466_70091 2.15E-07 9 42   
 Hs_miR-targeted_genes_in_epithelium_-_TarBase_WP2002_64823 2.49E-06 20 278   
 Hs_Arrhythmogenic_Right_Ventricular_Cardiomyopathy_WP2118_71265  4.01E-06 10 78   
 Hs_Myometrial_Relaxation_and_Contraction_Pathways_WP289_72107  6.88E-06 14 156   
 Hs_Endochondral_Ossification_WP474_72122  8.72E-06 9 64   
 Hs_Cell_Cycle_WP179_70629 1.36E-05 11 103   
 Hs_G1_to_S_cell_cycle_control_WP45_71377  1.45E-05 9 68   
 Hs_Focal_Adhesion_WP306_71714 4.74E-05 14 188   
○  Hs_SREBP_signalling_WP1982_71987 5.20E-05 8 65 *  
 Hs_Senescence_and_Autophagy_WP615_71375  9.62E-05 10 106   
× Hs_Glycogen_Metabolism_WP500_63201 1.06E-04 6 36 *  
 Hs_Striated_Muscle_Contraction_WP383_68970  1.45E-04 6 38   
 Hs_Fanconi_Anemia_pathway_WP1816_68903  1.86E-04 3 6   
 Hs_Mitotic_M-M-G1_phases_WP1860_44914 2.36E-04 4 15   
 Hs_Regulation_of_DNA_replication_WP1898_45052  3.20E-04 3 7   
 Hs_Integrated_Pancreatic_Cancer_Pathway_WP2377_71228  3.92E-04 13 200   
○  Hs_Cholesterol_Biosynthesis_WP197_69902  3.97E-04 4 17 *  
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 Hs_Androgen_receptor_signaling_pathway_WP138_72130  6.08E-04 8 88   
 Hs_Processing_of_Capped_Intron-Containing_Pre-mRNA_WP1889_42105 8.32E-04 6 52   
 Hs_Integrated_Breast_Cancer_Pathway_WP1984_72732  8.63E-04 11 164   
 Hs_TGF_Beta_Signaling_Pathway_WP560_68944  0.001018071 6 55  * 
 Hs_TGF_Beta_Signaling_Pathway_WP366_69026  0.001018071 6 55  * 
 Hs_metapathway_biotransformation_WP702_68908  0.001395184 11 188   
 Hs_Calcium_Regulation_in_the_Cardiac_Cell_WP536_72097  0.001453297 10 149   
 Hs_Regulation_of_Microtubule_Cytoskeleton_WP2038_70100  0.002179261 5 44   
 Hs_Neuroransmitter_Receptor_Binding_And_Downstream_Transmission_I
n_The_Postsynaptic_Cell_WP1869_42087 
0.002378556 3 14   
 Hs_Nucleotide_Excision_Repair_WP1980_42219  0.002378556 3 13   
 Hs_Unfolded_Protein_Response_WP1939_45018  0.002378556 3 16   
 Hs_SIDS_Susceptibility_Pathways_WP706_73552  0.002811814 10 166   
 Hs_Gastric_cancer_network_1_WP2361_71382  0.002832906 4 28   
 Hs_AMPK_Signaling_WP1403_73193 0.003353694 6 68 *  
 Hs_Gastric_cancer_network_2_WP2363_72042  0.004138502 4 32   
 Hs_Signaling_by_Notch_WP1915_69048 0.004380363 2 5   
○  Hs_SREBF_and_miR33_in_cholesterol_and_lipid_homeostasis_WP2011_7
0089 
0.004439881 3 18 *  
 Hs_TCA_Cycle_WP78_70014 0.005306236 3 17   
 Hs_Integrin-mediated_Cell_Adhesion_WP185_71391 0.005460716 7 99 *  
 Hs_Wnt_Signaling_Pathway_and_Pluripotency_WP399_68011  0.005460716 7 100   
 Hs_Cell_surface_interactions_at_the_vascular_wall_WP1794_42017  0.00579921 4 39   
 Hs_Adipogenesis_WP236_72082 0.00704534 8 131 *  
 Hs_EGF-EGFR_Signaling_Pathway_WP437_72106 0.008108603 9 162   
 Hs_Hypertrophy_Model_WP516_71358 0.008482292 3 20   
 Hs_Eicosanoid_Synthesis_WP167_71381  0.008482292 3 25   
 Hs_Response_to_elevated_platelet_cytosolic_Ca2+_WP1903_68987  0.008940328 2 7   
 Hs_MicroRNAs_in_cardiomyocyte_hypertrophy_WP1544_73325  0.009358261 6 105   
 Hs_Notch_Signaling_Pathway_WP61_70097 0.009838008 5 61   
○: Pathway defensive against ASCVD, ×:Pathway promoting ASCVD  
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図 6 Hs_Adipogenesis_WP236_72082
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図 7 Hs_Regulation_of_toll-like_receptor_signaling_pathway_WP1449_72114
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図 8 Hs_MAPK_Signaling_Pathway_WP382_72103 
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図 9 Hs_TNF_alpha_Signaling_Pathway_WP231_72093
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図 10 Hs_Toll-like_receptor_signaling_pathway_WP75_72133
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図 11 Hs_AMPK_Signaling_WP1403_7319 
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図 12 Hs_Vitamin_B12_Metabolism_WP1533_70117（HDL 代謝関連拡大） 
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図 13 Hs_Integrin-mediated_Cell_Adhesion_WP185_71391
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図 14 Hs_TGF_Beta_Signaling_Pathway_WP560_68944
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図 15 Hs_TGF_Beta_Signaling_Pathway_WP366_69026
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図 16 Hs_p38_MAPK_Signaling_Pathway_WP400_72084
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図 17 Hs_Metabolism_of_nitric_oxide_WP1850_70998 
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図 
18 
Hs_Oncostatin_M_Signaling_Pathway_WP2374_72050   
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図 19 Hs_SREBP_signalling_WP1982_71987
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図 20 Hs_Glycogen_Metabolism_WP500_63201  
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図 21 Hs_Cholesterol_Biosynthesis_WP197_69902
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図 22 Hs_SREBF_and_miR33_in_cholesterol_and_lipid_homeostasis_WP2011_7008  
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９．ネットワーク解析  
ネットワーク解析では、37℃群に比して 42℃群で 4 倍以上および 0.25 倍以下
の発現変動が確認された 168 の遺伝子リストを使用して NLP 解析を行った。ネッ
トワーク図を図 23 に示す。最外側が赤色で囲まれている遺伝子  (HSPA1A, CLU, 
MAP3K8)は、個々の発現変動が有意に増加していたものである。  
本研究におけるネットワーク解析の結果からは、明確に ASCVD に関連する遺
伝子間の因果関係、直接的に関連する遺伝子群を推定するには至っていないが、
HSPA1A と MAP3K8 との相互作用、TLR2 による MAP3K8 への調節など、温熱刺
激により発現が増加した遺伝子の相互作用が一部確認された。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図  23 ネットワーク解析  
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１０．培養ヒト骨格筋細胞からの Dipeptidyl-peptidase 4 分泌  
SkMC への温熱刺激で発現が低下しており、そのことがアディポネクチン産生
に影響する可能性が考えられた DPP-4 について、SkMC から分泌され脂肪細胞な
どに影響する可能性が考えられたため、SkMC からの DPP-4 分泌の変動について
ELISA 法により確認をした。図 24 に示す通り、検体の希釈曲線は標準物質の希
釈曲線と平行化しているとは言えず、標準物質と同様に希釈した検体が同様に
UV を吸収して吸光度が測定されたものだけではなく、標準物質と類似の構造の
物質を測定した可能性も否定できない。  
DPP-4 の濃度は 37℃群で平均 214.8pg/dL、42℃群で 288.5pg/dL であった。統計
ソフト IBM® SPSS® Statistics Desktop version.を使用した Mann-Whitney U 検定で
は、p=0.0002 であり、有意に温熱刺激群で DPP-4 の濃度が上昇していることが確
認された（図 25）。  
 
 
図  24 DPP4 検体及び標準物質の希釈曲線  
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                                      *p=0.0002 (37℃  vs 42℃ ) 
図  25 温熱刺激による培養液中の DPP-4 濃度  
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第Ⅴ章 考察  
 
１．SkMC の培養について  
SkMC の細胞数の確認については、継代培養開始時点に播種した細胞数は同等
であると仮定し、42℃の温熱環境下によって細胞数の減少が確認された 20 時間と
いう培養時間から考えると、細胞増殖が温熱刺激で抑制された結果と考えるより、
細胞死の増加を含め、培地からの細胞浮遊が温熱によって軽度促された可能性も
考えられる。また、20 時間の温熱刺激は遺伝子の種類を問わず mRNA の発現を
変動させるのに有効な時間であったと考えられる。  
 
２．ヒト骨格筋細胞への温熱刺激による遺伝子発現の変動について  
図 4 の scatter plot からは 2 倍以上の発現増加があったもの、0.5 倍以下の発現
低下があったものが多数確認でき、SkMC への温熱刺激が多くの遺伝子発現変動
に影響をもたらしているといえる。それぞれの細胞においてどの遺伝子の発現が
活性化され、どの遺伝子の発現が抑制されるかは決められている (中野 , 2016)。本
研究では SkMC を温度という環境の差による遺伝子発現を比較しており、遺伝子
発現変動は温熱刺激によるものであるといえる。  
クラスター解析の結果の図 5 からは、温熱刺激群で発現が上昇している遺伝子
も多数確認でき、コントロール群に比して発現が減少している遺伝子があること
も確認できる。これらの遺伝子は発現パターンの類似性により配置されており、
温熱刺激を受けて発現が増加または減少する遺伝子群が存在することは、温熱効
果を利用する上で重要な結果であるといえる。  
しかしながら、類似した発現パターンが即、機能的な関連に対応するというわ
けではなく、機能による遺伝子グループは細胞内でどの程度ほかのグループと明
瞭に区別できるかはいまだ明らかになっていない (I. S. Kohane et al., 2012)。  
クラスタリングでは膨大なデータから発現パターンの類似性を視覚的に確認す
るものであるが、機能による遺伝子グループは細胞内でどの程度他のグループと
明確に区別できるのかは不明であること、「機能的な関連がある」という言葉自体
が非特異的なことなど、遺伝子発現パターンの類似性とは何かということ自体に
は明確なコンセンサスがあるわけではない (Isaac S et al., 2012)。個々の遺伝子発
現変動の解析が重要となる。本研究においても、コントロール群および温熱刺激
群の 2 群による比較の場合にも発現傾向は確認できるが、個々の遺伝子発現の変
化による解析がより重要と考えられる。  
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３．動脈硬化性心血管疾患の予防に関連する因子  
１）SkMC への温熱刺激によって確認された動脈硬化性心血管疾患の予防的因子
の発現増加  
（１）HSPA1A/HSPA1B 
HSPs は、細胞または個体が熱 (40℃～45℃)や化学物質に暴露されると合成が誘
導される一群のタンパク質の総称である。大腸菌からヒトまでが持っているタン
パクで、細胞の防御機構に関わる物質であり分子量と機能が異なる様々な種類が
ある。ヒトなどの高等動物では比較的高分子量の HSP90 ファミリーと HSP70 フ
ァミリー、低分子量の HSP27 ファミリーが存在する。HSPs は共通のプロモータ
ーHSE (heat shock element)という特異的な塩基配列を持っており、転写因子 HSF1 
(heat shock factor 1)がストレスによって活性化され、HSE に結合して様々な HSPs
が増えることが報告されている (水島 , 2012; 畑山 , 加納 , 行岡 , 1985)。HSPs は平
常時には細胞内で新生ポリペプチドの折りたたみや輸送、変性しかかったタンパ
ク質の再折りたたみを助け、分子シャペロンとも呼ばれその機能は多岐に渡る (伊
藤正男ら , 2009; 伊藤要子 , 2014; 水島 , 2012)。その発現は温熱刺激や機械的刺激、
運動負荷、化学物質、紫外線、飢餓、精神的ストレスなど細胞が様々なストレス
を受容することで誘導される (伊藤 , 2014; Goto, 2011; 高久 , 2008)。  
HSP family A member 1A(HSPA1A)は HSPA1 または HSP70-1、HSP72 などの名称
でも知られている。細胞質ストレス誘導型 HSP70 として、HSP70 ファミリーメン
バーの中で最も研究されているもののひとつである (GenBank®database, 2016; 
Kampinga et al., 2009; 伊藤 , 2014)。Heat shock protein family A member 1B (HSPA1B)
は HSP70-2 としても知られている (GenBank®database, 2016; Kampinga et al., 2009)。
HSP70 ファミリーは全ての生物の細胞質や核内に存在し、細胞内でのタンパク質
の高次構造形成などを助けることやアポトーシスを抑制することで知られている
(伊藤ら , 2009; 水島 , 2012)。中でも HSP72(HSPA1A)は温熱刺激に感受性が高く、
その発現が強く誘導される (Goto, 2011)。大腸菌や人間の細胞は 37℃前後で最もよ
く増えることが知られているが HSP72 は 42℃～50℃で特によく増え、特に温度変
化があることがその増加に重要と言われている (水島 , 2012)。生体内部の報告では
39°C で 30 分間の温熱暴露によって HSP72 が増加したことも報告されている
(Magalhaes Fde et al., 2010)。HSP72 は組織が 40℃以上になると細胞内に発現増加
し、ヒトの外側広筋への局所加温においても HSP90、HSP27 とともに発現を誘導
されることが確認 (Ogura et al., 2007)され、筋力増強などの分野に応用されている。
骨格筋細胞内の HSP72 の増加は運動負荷、虚血、疲労などのストレスに対する抵
抗力が強くなることが知られているが、近年ではインスリン抵抗性への関わりも
注目されている (中野ら , 2012)。肥満やインスリン抵抗性のある者では、健康者と
比較して骨格筋での HSP72 の発現低下が報告されている (Chung et al., 2008)。さ
らに HSP72 は温熱と微弱電流との組み合わせ（MET 療法）などによっても MS
や 2 型糖尿病の治療にも利用されており (Kondo et al., 2016; 荒木 , 近藤 , 甲斐 , 
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2015)、ASCVD 予防に役立つ因子であると考えられる。  
インスリン抵抗性とは、インスリン感受性臓器の特に骨格筋による糖の取り込
み能力が低下した状態であり、細胞膜上に存在するインスリン受容体数の減少や
グルコース移送機構障害により生じる。インスリン抵抗性は糖尿病患者の肥満度
と相関しており、肥満症、脂質異常症、高血圧、高尿酸血症も含む内分泌症候群
に目立った特色である (高久 , 2008)。インスリン抵抗性の分子メカニズムは未だ明
らかにされていないが、原因の一つとして、骨格筋細胞のミトコンドリア機能障
害や密度減少による酸化的代謝の欠損や (Morino, Petersen, & Shulman, 2006; 
Morino et al., 2012; 岩部 , 山内 , 2008)、ミトコンドリア機能を超える過剰な脂肪酸
酸化が報告されている (Koves et al., 2008)。ミトコンドリアは酸素を使用したグル
コース分解によって高エネルギー物質である ATP を産生する (田村 , 村松 , 2002)
ことは周知のことであるが、近年ではアディポネクチンがミトコンドリア数や機
能を向上させ抗糖尿病作用を発揮することなども報告 (Civitarese et al., 2006)され
ている。また、HSP72 が加齢 (Chichester, Wylie, Craft, & Kavanagh, 2015)や高脂肪
食によって引き起こされる肥満とインスリン抵抗性に対し予防的に働くことも報
告 (Chung et al., 2008; Henstridge et al., 2014)されている。そのメカニズムは明らか
に さ れ て い な い が 、 HSP72 が 骨 格 筋 に お け る Jun-N 末 端 キ ナ ー ゼ
（c-Jun-NH2-terminal kinase: JNK）のシグナルを遮断すること、筋肉内の脂質蓄積
を防いで AMPK 活性と、長寿遺伝子として ASCVD や代謝との関連が知られてい
るサーチュインの活性増加によってミトコンドリア発生と酸化的代謝を亢進させ
る こ と が 考 え ら れ て い る (Henstridge et al., 2014)(Naito, Yoshihara, Kakigi, 
Ichinoseki-Sekine, & Tsuzuki, 2012)。JNK は細胞内のシグナル伝達を担っており (村
松 , 2008)、アディポネクチン受容体の下流に存在するシグナル伝達経路にも存在
している (北山 , 大谷 , 名川 , 2008)。骨格筋における JNK の活性化はインスリン抵
抗性が惹起される一因であり、HSP72 を高発現させたマウスにおいては、高脂肪
食誘導性の JNK 活性は抑制されている (Henstridge et al., 2014)。また、骨格筋にお
ける HSP72 発現増加は lipoprotein lipase (LPL) 発現を増加させており、骨格筋の
ミトコンドリア増加によってインスリン抵抗性が抑制されることも報告されてい
る (Henstridge et al., 2014)。ミトコンドリア密度の減少と LPL 発現減少がインスリ
ン抵抗性と関連していることも示唆されている (Morino et al., 2012)。LPL は脂肪
細胞や骨格筋、マクロファージなどから合成・分泌される中性脂肪分解酵素であ
り、中性脂肪豊富リポ蛋白である小腸由来カイロミクロンや肝由来 very 
low-density lipoprotein (VLDL) 代謝の中心的役割を担っている。LPL がカイロミ
クロンや VLDL を代謝する際に産生されるリン脂質やフリーコレステロールは
high-density lipoprotein (HDL) 生成の材料となる (安田 , 平田 , 2013)。本研究でのマ
イクロアレイ解析においては LPL の発現変動は確認されなかった。  
また、HSP72 高発現マウスでは食事制限を受けなくとも、インスリン反応を改
善したことにより、前脛骨筋におけるインスリン刺激によるグルコースの取り込
みが上昇したことが報告されている (Henstridge et al., 2014)。このことは、ASCVD
予防に向けた取り組みの中で、食事のコントロールとの組み合わせによって、さ
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らなる ASCVD の予防効果へ繋がるのではないかと考える。またこれらのインス
リンによるグルコースの取り込み効果は HSP72 を過剰発現させていない組織で
ある、白色脂肪細胞組織や褐色脂肪細胞組織においても確認 (Henstridge et al., 
2014)されており、骨格筋内における HSP72 発現増加が様々な因子を介して脂肪
細胞にも影響することが推測される。また、HSP72 の高発現によって運動ができ
ない者（重度の肥満や筋ジストロフィー患者など）への効果的な介入の可能性も
示唆されている (Henstridge et al., 2014)。HSPA1A/HSPA1B は細胞質や核内に存在
する (GenBank®database, 2016; Kampinga et al., 2009; 水島 , 2012)ため、健常者にお
ける血中濃度測定は困難であると考えられる。乳癌や膵臓癌などにおいては癌の
検出や放射線療法効果のバイオマーカーとして報告 (Bayer et al., 2014; Gunaldi et 
al., 2015)されているが、癌細胞が HSP70 を細胞外に放出させることや癌細胞の死
によって HSP70 を細胞外へ放出させることなどによる (Gunaldi et al. , 2015)。また、
HSPA1A/HSPA1B が細胞外へ放出され脂肪細胞に影響を与えている可能性を示唆
する報告は見当たらない。さらに、HSPA1B の多型は HSP70-2 の発現に影響を与
え、心血管イベントに関連していることなども報告 (Poon, Szeto, Kwan, Chow, & Li, 
2014)されている。  
 
（２）HSP105/110 
HSP105/110 は酵母からヒトの細胞まで存在が確認されており、HSP70 と類似の
構造と機能を持つ HSP70 から分岐したサブグループである (Yamagishi, Fujii, Saito, 
& Hatayama, 2009; 齊藤 , 山岸 , 畑山 , 2010)。哺乳類の HSP105/110 ファミリーには
HSP105α と HSP105β の二種類がある。HSP105α は構成的かつストレス誘導性で、
HSP105β は 42℃程度の持続的な熱ショックによって誘導されることが知られてお
り (畑山 , 山岸 , 齊藤 , 2012)、HSP105β は熱刺激を受けた哺乳類細胞において Signal 
Transducers and Activator of Transcription 3 (STAT3) の転写活性を通して HSP70 の
発現促進に関わっていることも報告 (Yamagishi et al., 2009)されている。STAT3 は、
HSP105β を介した HSP70 の活性に必要なプロモーターであり、その発現抑制によ
って HSP105β 発現抑制を介した hsp70 遺伝子の発現が抑制されることも知られて
いる (Yamagishi et al., 2009)。STAT3 は HSP105β 過剰発現した細胞において、hsp70
のプロモーター領域に結合して hsp70 の発現を促進しており、STAT ファミリーは
hsp 遺伝子の発現に重要な役割を担っていると考えられている (Yamagishi et al., 
2009)。  
HSP105α と HSP105β は hsp105 遺伝子によって産生され、細胞質および核に局
在している (畑山ら , 2012)。また、HSP105 はアポトーシスに対し胎児細胞におい
ては促進的に、神経細胞やがん細胞においては抑制的に作用するなど、細胞種に
よって正反対の作用をする。HSP105 がタンパク質の凝集に起因する種々の疾患
においてミスフォールドタンパク質の有害な凝集と細胞死を抑制するので、
HSP105 をはじめとする分子シャペロンの発現増強はこれらの疾患の効果的な治
療法になると考えられている。さらに、HSP105 は種々のがんにおいて高発現し
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ていることからがん治療の新しいターゲットとしても期待されている (畑山ら , 
2012)。HSPA1A/HSPA1B 同様に血中での測定が困難ではあるが、HSP70 発現増強
を介した効果から HSPA1A/HSPA1B 同様に今後の検討課題に繋がるものと考える。 
 
（３）クラステリン  
クラステリン (clusterin: CLU)はアポリポタンパク質 J (Apolipoprotein J: apoJ)と
して知られており、脂質輸送や血管平滑筋細胞分化とアポトーシスの細胞周期調
節、細胞接着、組織リモデリング、免疫システムの調整、酸化ストレスによる動
脈硬化への進展など、多くの生理的なプロセスに含まれると言われている (N. 
Yang & Qin, 2015)。CLU の mRNA は、様々なストレスによって in vitro, in vivo に
おいて、心臓、脳、肝臓、腎臓、乳房、網膜などの組織で増加し、複数種類の癌
においても発現が増加する (Shirasawa et al.,  2009)。また、CLU は、血漿、尿、母
乳、精液、脳脊髄液などで確認することができる (Shirasawa et al., 2009)。血中の
CLU 濃度は肥満において血中濃度が高く、BMI、ウエストヒップ比、hsCRP、尿
酸などと関連することも報告されており、その血中レベルは、MS 構成要素数の
増加に伴って上昇傾向が認められている (Shirasawa et al., 2009; Won et al., 2014)。
また、CLU は、特にアテローム性動脈硬化症において泡沫化したマクロファージ
からコレステロールやリン脂質の輸送をすることが特徴であると言われている。
動脈硬化を含む炎症や酸化ストレスをきっかけとして発現増加をしていることな
どからも、動脈硬化や心血管疾患のバイオマーカーとしても期待されている (N. 
Yang & Qin, 2015)。その他、 健康成人の肥満症および全身性炎症のパラメータと
相関することから全身性炎症のバイオマーカーとしての可能性も報告されている
(Won et al., 2014)。  
マウスの肝細胞と筋芽細胞  (C2C12) においては、クラステリンは活性酸素種の
関連遺伝子発現の抑制と炎症の抑制を通して高脂肪食誘導性のインスリン抵抗性
を防ぐ働きをしているため、高脂肪食下では血漿 CLU 値と骨格筋と肝臓の CLU 
mRNA 発現が上昇すると報告 (Kwon et al., 2014)されている。これらのことから、
本研究において CLU の骨格筋細胞における mRNA 発現上昇は、骨格筋に温熱刺
激を与えたことによって、骨格筋細胞内に活性酸素種の産生や炎症などの細胞傷
害による変化が起こった可能性も考えられる。  
生体内においては心血管疾患などの病態の状況によって変動することが考えら
れるが、CLU の増加には抗炎症作用やインスリン抵抗性を防ぐ作用などの効果が
期待できる。  
 
（４）補体 C1q 腫瘍壊死因子関連蛋白質 1  
補体 C1q 腫瘍壊死因子関連蛋白質 1 (C1q and tumor necrosis factor related protein: 
CTRP)ファミリータンパクは、脂肪組織に発現しその構造もアディポネクチンと
構造が類似しておりアディポネクチンパラログとして知られている。(Wong et al., 
2008; 大橋 , 大内 , 2015)。染色体には構造・機能の非常によく似た遺伝子が複数個
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存在する場合があり、それらは重複遺伝子 (多重遺伝子族 )と呼ばれており、同一
生物が持つ重複遺伝子 A と B の関係をパラログと言われている (田村 , 村松 , 2002)。 
CTRP ファミリータンパクのうち、骨格筋細胞への温熱刺激で発現が増加した
C1q and tumor necrosis factor related protein 1 (CTRP1／C1QTNF1) は、脂肪細胞 (脂
肪由来幹細胞 )で発現、分泌される新しいアディポカインとして知られている (Xin 
et al., 2014)。その血中 CTRP1 濃度は MS や 2 型糖尿病において、BMI、血糖値、
HbA1c, HOMA-IR, TNF-α と強い正の相関を示すことが報告されており、肥満によ
るフィードバック調節のメカニズムによる発現増加や (Xin et al., 2014)、MS の病
態における脂肪組織での慢性炎症を介した血中濃度上昇の可能性 (大橋 , 大内 , 
2015)が指摘されている。また、CTRP1 は骨格筋において作用し、p44/42-MAPK 
(mitogen-activatid protein kinase) の活性化によってグルコースの取り込みを促す
ことや、低アディポネクチンの場合にはその機能を補う役割を果たしているもの
と考えられている (Seldin, Tan, & Wong, 2014; Wong et al., 2008; Xin et al., 2014)。
P44/42-MAPK は、インスリン様成長因子 Insulin like growth factor (IGF) -I が正常
な細胞・組織の発達、維持および種々の腫瘍細胞に重要なインスリン様成長因子
などが生理学的効果を発揮するための細胞内シグナルである (児玉 , 2003)。  
骨格筋における mRNA 発現に関する報告では、血中アディポネクチン欠損マウ
スの C2C12 において、インスリン抵抗性改善薬を使用した場合にその発現が増加
することが報告されており、そのメカニズムとして Akt, p44/42 MAPK シグナル伝
達経路の活性化があげられている (Wong et al., 2008)。Akt はインスリン受容体の
下流に位置する因子で、骨格筋におけるグルコース取り込みを高める情報伝達因
子（酵素）である (小川 , 2001)。  
本研究では骨格筋において CTRP1 の発現増加が確認されたが、骨格筋細胞由来
の CTRP1 が血中に放出されて脂肪細胞を抑制する可能性があるのかは不明であ
る。また、CTRP1 が骨格筋における AdipoR と結合したことによって血中のアデ
ィポネクチンが上昇した可能性が考えられるが、現時点では不明である。  
 
（５）増殖分化因子 15 
増殖分化因子 15 (growth differentiation factor 15: GDF15) はマクロファージ阻害
性サイトカイン (macrophage inhibitory cytokine-1: MIC-1)としても知られ、トラン
スフォーミング増殖因子 β(transforming growth factor-β: TGFβ)の一つである
(Unsicker, Spittau, & Krieglstein, 2013)。TGFβ は多くの細胞の増殖を抑制するもっ
とも代表的な増殖抑制因子のひとつと捉えられている。受容体にはⅠ型とⅡ型があ
り、TGF-β が結合して活性化されたⅡ型受容体はⅠ型受容体を活性化する。Ⅰ型受
容体は下流因子を介してシグナルを細胞膜から核へ直接伝えている (伊藤ら , 
2009)。GDF15 は様々な細胞（マクロファージ、血管平滑筋、脂肪細胞、心筋細
胞、血管内皮細胞、線維芽細胞）や組織（脂肪組織、血管組織、中枢及び末梢神
経）、臓器（心臓、脳、肝臓、胎盤）などに存在し、炎症反応と細胞の分化及び増
殖において重要な役割を担い、 in vivo, in vitro において抗炎症的に働く (Macia et 
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al., 2012)。GDF15 は主に糖尿病のマクロファージ、白色脂肪組織、肝細胞から放
出される (Berezin, 2016)。GDF15 の放出は虚血や無酸素、炎症性サイトカイン
（TNF-α、IL-2, IL-4, IL-6）、アンギオテンシンⅡ、酸化ストレスなどの刺激によっ
て誘発される (Berezin, 2016)。これらのことから、血中 GDF15 は心血管疾患や筋
萎縮性疾患 (Ebner, Steinbeck, Doehner, Anker, & von Haehling, 2014)、癌 (Ost, 
Coleman, Kasch, & Klaus, 2016)のバイオマーカー (Ikeda, Kumagai, Motozawa, & 
Suzuki, 2016)として知られている。  
骨格筋においては、代謝性疾患やミトコンドリア病によって GDF15 の発現が
増加することが報告されている。代謝ストレスやミトコンドリア病のある骨格筋
では、高エネルギーの ATP の生成である酸化的リン酸化 oxidative phosphorylation 
(OXPHOS)が減少している (Ost et al., 2016)。ATP の生産過程でフリーラジカル生
成を抑制するタンパクができるため、代謝ストレスのある状態やミトコンドリア
病の骨格筋では、ATP 減少によりフリーラジカルが発生しやすい。さらに、GDF15
は IL6 とともに筋小胞体と関連するミトコンドリア電子伝達系酵素複合体Ⅰ・Ⅲ
を調節し、フリーラジカルと活性酸素種の生成を促進している可能性があると考
えられている (Ost et al., 2016)。フリーラジカルは遊離基であり、代謝により生体
内で代謝生成物として自然に生成したり、体外から（喫煙、環境汚染物質の吸入、
紫外線照射を通して）生体内に入ってきたりすることができる。これらは近くに
存在する分子と容易に反応し細胞障害（遺伝子変化）を生じさせる。動脈硬化の
プラーク形成などにも関与すると言われている (高久 , 2008)。さらに、GDF15 を過
剰発現させたトランスジェニックマウスにおいては、24 週間の観察で食事摂取量
と体重の減少、肥満の改善、脂肪組織量の減少、耐糖能の改善が確認されている。
これは、脂肪組織の活性だけでなく、中枢において視床下部 Proopiomelanocortin 
(POMC)の発現増加と神経ペプチド Y（NPY）の発現抑制を介した食欲抑制による
ものと考えられている。NPY は中枢神経に広範囲に発現し、6 種類のサブタイプ
がある受容体のうち、視床下部の NPY Y1 受容体への結合を通して強い摂食亢進
作用を発揮することが知られている (Kaji, 2013)。  
ミトコンドリア機能の低下は抗糖尿病作用の低下をもたらすが、本研究におい
ては正常ヒト骨格筋細胞を使用した実験であった。代謝ストレスのある骨格筋で
は、小胞体ストレスによっても同様に GDF15 の発現が増加する (Ost et al., 2016)。
小胞体ストレスは、虚血・再灌流低栄養・低酸素・スーパーオキシド（細胞毒性
を持つフリーラジカル）、毒物などの外界からの侵襲やタンパクのアミノ酸配列の
変異などにより生じた異常タンパクが小胞体に集積することによってストレス反
応が起こる (Aoe, 2013)。  
ヒト正常骨格筋細胞にとって、温熱刺激が代謝ストレスとなりタンパク質のミ
スフォールディングを惹き起こしていることも考えられるが、本研究において高
度に発現が増加している HSP は分子シャペロンとして小胞体ストレスを緩和さ
せる働きをもっており、温熱刺激がヒト正常骨格筋細胞にとってどのような小胞
体ストレスを与えていたのかは今後の検討課題である。  
また、GDF15 は骨格筋から分泌されて脂肪組織に作用すると考えられているが、
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骨格筋で発現した GDF15 が血中に分泌されるのかどうかも検討されておらずそ
のメカニズムは明らかにされていない (Ost et al., 2016)。しかし、推測として非常
に強い運動による細胞ストレスは骨格筋から血中に GDF15 の放出をもたらすの
ではないかと考えられている (Ost et al., 2016)。GDF15 が骨格筋から分泌される因
子であるとするならば、本研究において骨格筋細胞で発現したことが確認された
GDF15 は、先行研究 (Nagai, et al., 2015)の in vivo におい脂肪組織に働きアディポ
ネクチン産生に影響を与えた可能性も考えられるが、現時点では骨格筋より分泌
される機構があるのか、分泌された GDF15 がどのように脂肪細胞まで運搬され脂
肪細胞に働きかけるのか、どのように受容体が存在しているのかなどを検討する
必要がある。  
 
（６）サルコリピン  
サルコリピン (sarcolipin: SLN)は、小さなタンパクで 31 個のアミノ酸残基から
なり、骨格筋や心房に存在している。筋小胞体の筋小胞体カルシウムポンプ
(sarco-endoplasmic reticulum Ca
2+
ATPase: SERCA)における膜タンパクであり、骨格
筋における熱産生や SERCA 調整することが知られている (Sopariwala et al., 2015)。 
筋原線維を取り囲む袋状の構造をした筋小胞体 (高久 , 2008)は、骨格筋と心筋に
おいて高度に専門的な膜ネットワークと Ca2+貯蔵システムを持っている。この細
胞内の膜ネットワークに SERCA が含まれ筋小胞体の細胞間隙における Ca2+の高
濃度勾配の維持と、収縮中の Ca2+放出と取り込みを促進している (Maurya & 
Periasamy, 2015)。SERCA は ATP 加水分解によるエネルギーを利用して約 10000
倍もの濃度勾配に逆らって、細胞質中に放出されたカルシウムイオン (Ca2+)を筋
小胞体内腔へと輸送する膜タンパク質である (杉田 , 2008)。Ca2+の細胞外液の遊離
濃度は 2mmol/L 程度である (伊藤ら , 2009)。筋細胞内ではメッセンジャーの役割を
果たし筋小胞体に貯蔵されているがその濃度は細胞外より 10000 倍も少ない。
SERCA はポンプであるため、膜輸送において濃度勾配に逆らった輸送（能動輸送）
を実現する。筋肉が収縮する際に Ca2+チャンネルを通して細胞質中に放出された
Ca
2+を、筋肉が弛緩する際に SERCA によって小胞体中に組み戻している (杉田 , 
2008)。この SERCA の活性は SLN とホスホランバン (phospholamban: PLB)によっ
て調節されている。  
骨格筋が収縮をすると通常は GLUT4 の細胞表面への移行が生じてグルコース
が取り込こまれるが、この際に筋小胞体からの Ca2+の放出も筋細胞のグルコース
の取り込みに関与していることが報告されている (Holloszy, 2003)。Ca2+は細胞質
内に存在するカリモジュリンと複合体を形成し、CaMKK (Ca2+／calmodulin 
dependent kinase kinase)を活性化する。CaMKK は筋収縮によるグルコース取り込
みを触媒する因子のひとつである AMPK を介して GLUT4 に作用している。
CaMKK の阻害剤により筋収縮依存性のグルコース取り込みも阻害されることか
らも、CaMKK はグルコース取り込みに関与する可能性が示唆されている。骨格
筋の GLUT4 によるグルコース取り込みは、インスリン抵抗性を有する２型糖尿
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病患者でも運動によって保たれており、インスリン作用とは独立した作用である
と考えられている (野村 , 小川 , 2016)。  
SLN の発現増加によって、筋収縮時における筋小胞体からの Ca2+の放出などの
機能が促進されることは、GLUT4 によるグルコース取り込み作用を活性化し、グ
ルコース代謝の改善に影響する可能性が期待できる。さらに、インスリン作用と
は独立した効果であれば、インスリン抵抗性のある者においても、温熱刺激によ
る SLN の発現増加と運動を組み合わせることで、糖取り込みの機能を補うことが
できる可能性がある。また、SLN mRNA 発現は甲状腺ホルモンの変化や特に心房
の病態生理学的変化などの状況に応じて調整されており、ラットにおいては圧負
荷による肥大では減少しており、ヒトにおいては心房細動で減少している (Babu, 
Bhupathy, Carnes, Billman, & Periasamy, 2007)。  
骨格筋においては、SLN の病態生理学的な機能はまだ明らかではない (Babu et 
al., 2007; MacLennan, Abu-Abed, & Kang, 2002)。しかし、ヒトを含めた大型哺乳動
物のⅠ型線維とⅡ型線維に豊富に含まれていること、SLN の発現誘導がないこと
によって食餌性の肥満が増加し、SLN 過剰発現で食餌性の体重増加が抑制される
ことが報告されており、これは SLN／SERCA による相互作用、つまり、骨格筋に
おける Ca2+代謝が熱産生と全身のエネルギーバランスに影響を与える重要な構成
要素であると示唆されている (Maurya & Periasamy, 2015)。  
本研究においては、SLN の発現が大きく上昇していたが、膜タンパクである SLN
が脂肪細胞でのアディポネクチン産生や suPAR 血中濃度低下に影響した可能性は
低いと考えられる。また、mRNA 発現レベルは SLN 放出タンパクレベルと必ずし
も一致していないことも報告されている (Babu et al., 2007)。しかし、SLN の過剰
発現は骨格筋に悪影響を及ぼすことはなく、その代わりに運動能力を増加させ、
骨格筋機能にとって有益であると言われている。また、骨格筋での SLN 発現上昇
は身体活動レベルの変更なしに、骨格筋のエネルギー消費を高めることができる
(Sopariwala et al., 2015)。生体で骨格筋をターゲットとして温熱刺激を加える場合
に、骨格筋に多く含まれる SLN をターゲットとして観察することの可能性や、食
事による体重増加の抑制、エネルギー消費などとも関連させた検討をすることで、
ASCVD の予防に繋げられるのではないかと考える。  
 
（７）Sestrin3  
Sestrin は酸化ストレスや化合物によって DNA に不可逆の変化を起こし各種の
突然変異を起こす遺伝毒性 (伊藤ら , 2009)ストレスへの抵抗、代謝ホメオスターシ
ス維持に関連するなど様々なバイオプロセスに含まれ、哺乳類の代謝コントロー
ルにおいて重要な役割を担っていることが言われているが、そのメカニズムはま
だ 明 ら か に さ れ て い な い (Nascimento, Osler, & Zierath, 2013; Tao, Xiong, 
Liangpunsakul, & Dong, 2015)。Sestrin 遺伝子をノックアウトしたショウジョウバ
エでは中性脂肪の蓄積やミトコンドリアの機能異常、筋肉の変性、心臓の機能異
常などが認められている。このためショウジョウバエにおける加齢に伴う病的な
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変化を Sestrin は抑制すると考えられている (Lee et al., 2010)が、こちらについても
詳細なメカニズムは明らかにされていない。遺伝子のノックアウトとは、ある特
定のタンパク質を持たない、つまりその設計図を異なる塩基配列の挿入や置換に
よって遺伝子上で破壊され機能できなくなった状態のことである (小林 , 2016; 福
岡 , 2009)。  
ヒトおよびマウスにおいては 3 つの Sestrin ファミリーメンバーが確認されてい
る (Nascimento et al., 2013)。Sestrin3 の転写は 2 型糖尿病患者の骨格筋において正
常血糖者と比較して高くなっており、2 型糖尿病患者の骨格筋 Sestrin3 mRNA 発
現は、空腹時血糖値や食後 2 時間後血糖値、HbA1C などのインスリン抵抗性の関
連因子と相関していることが報告され、Sestrin3 はヒトの骨格筋において糖およ
び脂質代謝を直接的にコントロールしていることが示唆されている (Nascimento 
et al., 2013)。肝臓においては高脂肪食誘導性肥満マウスにおいてインスリン抵抗
性を防ぎ、代謝ホメオスターシスの維持に役割を果たしていることが報告されて
いる (Tao et al., 2015)。これらのことから、温熱刺激によって骨格筋細胞において
Sestrin3 発現増加が確認されたことは、骨格筋における糖代謝や脂質代謝へ好影
響を与える可能性が考えられる。  
 
（８）Sestrin1  
Sestrin1 (SESN1)を過剰発現させた C.elegans において寿命を延長させているこ
とが報告 (Yang et al., 2013)されている。これは、Sesn1 の機能として、短鎖 RNA
分子が DNA の転写を阻害し、遺伝子発現を制御する RNA 干渉 (高久 , 2008)
（RNAinterference: RNAi）によって正常な寿命や健康寿命を延長していると考え
られている。また SESN1 は活性酸素や環境ストレッサーなどの一般的なストレッ
サーからの生体防御においても必須の因子である。さらに、骨格筋においては筋
肉の物質濃度や機能などの調節異常を防ぐために重要な役割を持っていることや、
SESN1 を過剰発現した C.elegans においては体壁筋の運動活性をもたらし、健康
寿命への延長に関与していることが報告されている。身体運動が寿命と関連する
ことは知られており (Huang, Xiong, & Kornfeld, 2004)、骨格筋への温熱刺激によっ
て sestrin1 発現が上昇したことは、ヒトにおいても骨格筋機能を維持もしくは増
強をさせ運動機能の維持から健康寿命の延長に繋がる可能性が考えられる。  
加齢は進行や退行性変化に特徴づけられる組織の変化をもたらす。多くの疾患
も加齢による影響を受けているが、特に動脈硬化などの心血管疾患は加齢の影響
を大きく受ける。Drosophila Sestrin (dSesn)をノックダウンしたキイロショウジョ
ウバエ (Drosophila melanogaster)において、中性脂肪の蓄積、ミトコンドリア機能
の異常、筋肉変性、心臓の機能異常などが観察され、dSesn は加齢に伴う病的な
変化を抑制するストレス誘導性のタンパクであると報告 (Lee et al., 2010)されて
いる。しかし、どのようにこれらの機能を発揮して寿命の延長に関連しているの
かは明らかにされていない (Budanov & Karin, 2008)。ヒト骨格筋細胞への温熱刺激
で SENS1 の発現が上昇していることも、心血管疾患などの進行を抑制する因子と
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して期待できると考えられるが、今後の検討が必要である。  
 
（９）レプチン受容体   
レプチン受容体  (leptin receptor: LEPR)は食欲抑制やエネルギー代謝亢進など
の作用を持つアディポカインであるレプチンの受容体であり、レプチンとの結合
により体重調節作用やインスリン抵抗性改善作用、脂質代謝亢進作用に関連して
いる。LEPR は基本的には中枢神経系に発現しているが、少量は末梢組織にも発
現している (春日 , 2014)。  
レプチンが筋代謝においてどのような役割を果たしているのか、さらに調査が
必要ではあるが、LEPR はヒト骨格筋において同定されており、血中レプチン濃
度の顕著な上昇では骨格筋において脂肪酸酸化の調節をしていることが報告され
ている (Steinberg, Bonen, & Dyck, 2002)。高レプチン血中濃度における脂肪酸酸化
の増加は AMPK のリン酸化反応とその下流の acetyl-coA carboxylase (ACC)がレプ
チンによって調節されていることによるものであると考えられている (Steinberg, 
Rush, & Dyck, 2003)。AMPK は細胞内エネルギー状態を監視しており、状態に応
じて糖・脂質代謝などを調整するセリン・スレオニンキナーゼである。低酸素、
筋収縮などのエネルギー低下ストレス時に起こる ATP 低下とそれに伴う AMP の
増加によって活性化される。活性化 AMPK はエネルギー産生経路（糖輸送、脂肪
酸化）を亢進し、エネルギー消費経路（タンパク質合成）を遮断することにより
細胞内 ATP レベルの回復を図り、細胞内のエネルギー恒常性の維持に貢献してい
る (坂本 , 2014)。骨格筋 AMPK を不活性化した特異的ノックアウトマウスにおい
ては、骨格筋における筋収縮による糖取り込みがコントロールマウスと比較して
約 50%低下したことが報告 (O'Neill et al., 2011)されており、AMPK が筋収縮によ
る糖取り込みにも関連していると考えられている。これらレプチンの働きに骨格
筋に発現している LEFR が糖代謝に関連していると考えられるが、メカニズムは
明らかにされていない (坂本 , 2014)。  
本研究ではレプチンはマイクロアレイプローブには含まれていたが、発現の増
減は確認されなかった。しかし LEPR の発現増加はレプチンの受容体への結合機
会の増加となり、その後の下流シグナルの活性化によって糖取り込み能の向上に
つながる可能性はある。また、SkMC への温熱刺激においては、レプチンの増減
はないことが確認されたため、生体内での検討時にはレプチン濃度の変化を捉え
ることで、レプチン産生細胞である脂肪細胞への温熱刺激の影響を推測できる可
能性がある。生体内での検討時には、骨格筋部位に温熱刺激を与えたとしても、
骨格筋内の異所性脂肪や温熱刺激部位の血管の存在によって、脂肪細胞へ影響す
る可能性が考えられる。また、in vitro において脂肪細胞への温熱刺激効果によっ
てレプチン産生を確認できた場合には、生体における骨格筋温熱刺激による血中
レプチンの濃度変化についてモニタリングすることで、骨格筋における LEPR と
レプチンとの結合を推測することができる。また、それによって活性化される下
流の経路による影響を検討することに繋がると考えられる。  
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（１０）インスリン受容体／インスリン受容体基質 2 
インスリン受容体  (insulin receptor: INSR) は、特定の細胞内タンパク質にセリ
ン・スレオニン・チロシン残基に ATP のリン酸基転移を触媒する酵素のプロテイ
ンキナーゼであり、インスリンとの結合によって受容体自身の活性化を促進させ
る。リン酸化はそれを受けたタンパク質の酵素活性、局在、タンパク質間相互作
用などを変化させることで細胞内のシグナル伝達・機能調節に重要な役割を果た
している (坂本 , 2014)。インスリンの結合を受けたシグナル伝達により種々の臓器
において、糖取り込み、グリコーゲン合成、タンパク質合成、脂肪酸合成、糖新
生抑制、脂質分解抑制、抗アポトーシス、細胞増殖など様々な作用を発揮させる。
INSR は、肝臓や骨格筋、脂肪細胞に発現し、中でも骨格筋は INSR が最も多く発
現している。 INSR はインスリンが結合する 135kD の 2 つの α サブユニットと 2
つの β サブユニットのヘテロ四量体で形成されている。(窪田 , 植木 , 門脇 , 2016) α
サブユニットは完全に細胞外に存在し、互いに 2 つの SH 基が酸化されて形成さ
れる S-S 結合  (disulfide bond) で電子を共有する形をとる共有結合をしており、
膜貫通タンパク質である β サブユニットは一方の α サブユニットと S-S 結合で共
有結合している。β サブユニットにはインスリンによって活性化されるチロシン
キナーゼ領域が存在し、インスリンがヘテロ四量体の一方に結合するとインスリ
ンを結合していないもう一方の β サブユニットのチロシンキナーゼ領域のチロシ
ン残基に自己リン酸化が起こる。この自己リン酸化がチロシンキナーゼの活性化
及び下流のインスリンシグナルに重要な役割を果たしている (De Meyts & 
Whittaker, 2002)。INSR シグナルには、その作用を受けて反応する物質である基質
が複数存在する。そのうちインスリンシグナルに特徴的なインスリン受容体基質
(insulin receptor substrate: IRS)と呼ばれる細胞内分子を主に介してそのシグナル
が下流に伝達されている (窪田ら , 2016)。IRS には主要なものとして、IRS1 と IRS2
があり、どちらも INSRβ サブユニットのリン酸化チロシンと結合する。そのシグ
ナルは PI3K (phospatidylinositol-3-kinse: PI-3 kinase), Akt 経路と、Ras-MAP キナー
ゼ経路に分岐 (Saltiel & Kahn, 2001)している。PI-3K-Akt 経路はタンパク質合成・
細胞周期・グリコーゲン合成の促進、アポトーシスや脂肪分解の抑制などの代謝
調節作用を伝達する。Ras-MAP キナーゼ経路は主に細胞増殖作用を制御している
(窪田ら , 2016)。  
INSR や IRS, PI3K, Akt などのインスリンシグナル経路に関わる因子の発現や機
能が欠損することは、哺乳類の骨格筋においてインスリン抵抗性を惹き起こすこ
とが知られている (Archuleta et al., 2009)。ヒトリンパ球  (IM-9 line)においては、
慢性的なインスリンの暴露によっておこるインスリンシグナルの抑制を通して
INSR の減少が起こっており (Kasuga, Kahn, Hedo, Van Obberghen, & Yamada, 1981)、
これがインスリン抵抗性のメカニズムのひとつとされている。そのため INSR 発
現が増加することはインスリン抵抗性の改善になるのではないかと考えられてい
る (Sasaki et al., 2015)。一方で 2 型糖尿病や肥満・メタボリックシンドロームでは
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INSR の発現や機能には大きな障害が認められないという報告が多く、インスリン
抵抗性は主に IRS 以降のインスリンシグナル障害によって生じていると考えられ
ている (窪田ら , 2016)｡ 
INSR の発現増加による影響としては、ヒト INSR を過剰発現させた db/db マウ
スにおいて、肥満の改善や白色脂肪組織量の減少、食事摂取量の減少、インスリ
ン抵抗性改善を伴わない血糖値の改善が観察されている。ヒト INSR-Tg マウスで
は INSR の大部分は骨格筋、膵臓、脳に発現をしていたことが報告されている
(Sasaki et al., 2015)。これらのことから、本研究において骨格筋細胞における INSR
や IRS-2 の発現の増加は、肥満の改善や抗糖尿病に繋がる糖代謝への影響が考え
られる。しかしながら、インスリン標的組織における INSR の発現増加による量
に関する研究はほとんどなされていない (Sasaki et al., 2015)。温熱刺激による骨格
筋でのンスリン受容体の発現変動に関する報告も見当たらない。今後の検討が必
要である。  
また、運動による筋肉の収縮活動によって GLUT4 の形質膜への移動が活性化
され、インスリン非依存的にグルコースを取り込み、INSR の発現が低下している
2 型糖尿病の患者においては、運動による糖の取り込みが有効であることはよく
知られている。本研究において温熱刺激によって INSR と IRS-2 の骨格筋細胞に
おける発現が増加したが、今回は正常細胞であったため、糖尿病骨格筋細胞にお
いても同様の発現が起こるのかは不明である。今後の検討によって糖尿病骨格筋
細胞においても温熱刺激によって、本研究と同様に INSR や IRS-2 の発現増加が
確認できれば、2 型糖尿病における効果的な運動の取入れにもつながり、運動に
よる GLUT4 を介したグルコースの取り込みと、温熱効果による INSR を介したグ
ルコースの取り込みの両者を活用することが期待できる。また、糖尿病ではない
ヒトにおいても INSR や IRS-2 の発現上昇によりインスリンの効率的な使用によ
る抗糖尿病作用が発揮できるのではないかと考える。  
 
（１１）甲状腺ホルモン受容体 α 
甲状腺ホルモン受容体 (thyroid hormone receptor: THR)には α 型と β 型があり、
甲状腺ホルモン受容体 α (thyroid hormone receptor, alpha: THRA)は、核内に局在す
る甲状腺ホルモンに対する特異的結合膜タンパクで、標的遺伝子の転写活性を抑
制する転写因子である (GenBank®database, 2016; 伊藤ら , 2009)。  
甲状腺ホルモン (thyroid hormone: TH) は骨格筋において甲状腺ホルモンのひと
つであるトリヨードサイロニン (triiodothronine: T3)との結合により筋線維の修復
や発達などにおいて重要な役割を果たすが、そのメカニズムはまだ明らかにされ
ていない (Milanesi et al., 2016)。T3 は骨格筋において、筋線維タイプやミトコン
ドリア含有量などを調整 (Baldwin & Haddad, 2001)している。T3 は TH のターゲッ
ト遺伝子のプロモーターにある特異的な DNA 配列である TH 応答配列  (TH 
response elements: TREs) に結合し、リガンド依存性に THR を活性化して遺伝子
の転写調節に寄与している (Irrcher, Walkinshaw, Sheehan, & Hood, 2008)。また、T3
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はⅠ型線維・Ⅱ型線維において p38MAPK と AMPK のリン酸化を誘導しており、
骨格筋におけるホルモン誘導性のミトコンドリア増加を調節していると考えられ
ている (Irrcher et al., 2008)。   
MAPK は細胞が増殖因子、分化因子、発癌プロモーターなどの外界の刺激を受
けた時に活性化される。細胞増殖および分化を制御する細胞内のシグナル伝達の
主要経路において重要な役割を果たす。P38MAPK は MAPK のファミリー分子で
あり、ストレスやサイトカインで活性化される (門脇 , 2004)。アディポネクチンは
骨格筋において AdipoR1 と R2 に結合し、AMPK と p38MAPK、PPARα の活性化
を介して脂肪酸燃焼や糖取込み促進作用を伝達していることが示唆されている
(門脇 , 2004)。ミトコンドリアの増加が抗インスリン抵抗性に働くことは先述の通
りである。これらのことから、本研究において THRA の発現上昇が確認されたこ
とは、TH の結合機会の増加によって AMPK や p38MAPK の活性、ミトコンドリ
アの増加などを通して、抗インスリン抵抗性を発揮できる可能性があり、今後は
その効果を検討することが必要である。また、膜タンパクである THRA が骨格筋
より分泌される可能性は考えにくく、アディポネクチン産生に影響した可能性や、
バイオマーカーとしての期待はないものと考える。  
 
（１２）クルッペル様因子 15  
クルッペル様因子  (Kruppel-like factor : KLF) は、発生や分化を制御する転写因
子であり哺乳類では 16 種類（KLF1~KLF16）が単離されている (森 , 阪上 , 春日 , 
2003)。KLF ファミリーのうち KLF15 は in vivo において脂肪細胞や骨格筋に多く
発現している (Gray et al., 2002)。また、KLF15 は 3T3L-1 細胞の分化後に著明に誘
導され、胎児線維芽細胞株 NIH-3T3 細胞や筋芽細胞株 C2C12 への導入では転写因
子 PPARγ2 が誘導され脂肪細胞へと分化し、KLF5 は脂肪細胞の分化過程において
PPARγ2 を誘導する転写因子であり脂肪細胞の分化を制御する転写因子群のひと
つであるとされている (森ら , 2003)。  
ラット骨格筋において、KLF15 はグルココルチコイド (glucocorticoid: GC)依存
的 mRNA 発現亢進を呈する遺伝子として同定され、その後、KLF15 が骨格筋特異
的な GC レセプター (glucocorticoid receptor: GR)の直接標的遺伝子であることが明
らかにされている (Shimizu et al., 2011)。視床下部‐ 下垂体系の制御を受けて副腎
皮質から分泌されるストレス応答性ステロイドホルモンである GC と GR の結合
によって発揮される作用は、筋線維タンパク質の同化・異化バランス制御に関連
する重要な因子であると考えられており、KLF15 は GR 下流に存在し、骨格筋タ
ンパク質異化プロセスに関わっている (清水 , 田中 , 2016)。また、C2C12 とラット
胎児胸部大動脈平滑筋細胞  (A10) における KLF15 の過剰発現によって GLUT4 の
発現が誘導されたことが報告されている (Gray et al., 2002)。  
これらのことから、骨格筋における KLF15 の発現増加は、GLUT4 を介したイ
ンスリンや筋収縮による糖取り込み能力の向上や、GR を介した筋代謝への影響
を考えることができる。骨格筋タンパク異化プロセスにおいては、特に筋萎縮の
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可能性を考慮しなければならないが、生体における温熱刺激効果としては筋肥大
などの報告 (Goto, 2005, 2011)がなされており骨格筋組織全体への効果として総合
的に検討することが必要となる。  
 
（１３）インスリン様成長因子Ⅰ型受容体  
インスリン様成長因子 (insulin-like growth factor 1: IGF1)は、インスリンの前駆
体であるプロインスリンに類似した構造を有する成長因子である。In vitro におい
て様々な種類の増殖を促進し、高濃度ではインスリンに類似した代謝作用を示す。
血清中に存在する IGF1 の大部分は肝臓で成長ホルモン (growth hormone: GH)応答
性に産生されたもので GH 作用の媒体として骨などの成長を促進する。肝臓以外
でも様々な組織で発現をし、組織分化、増殖及び腫瘍の発生などに関与する (伊藤
ら , 2009)。骨格筋においては筋肉維持に必要な因子としても知られている (門脇 , 
2016)。  
IGF1 がインスリンとよく似た構造を持つペプチドであることと同様に、インス
リン様成長因子Ⅰ型受容体 (insulin-like growth factor 1 receptor: IGF1R)も INSR と
よく似た α2β2 構造を持つ 4 量体で、α サブユニットは IGF との結合部位を β サブ
ユニットはチロシンキナーゼ活性を持っている。 IGF1R は、 IGF1 及び IGF2 の作
用を伝達する主たる受容体であるが、IGF2 の親和性は IGF1 に比べて 2~10 倍低い。
IGF1 は INSR に対して本来の受容体に対する親和性の 1/100 程度の弱い交差反応
性を示している (伊藤ら , 2009; 春日 , 2014)。受容体以降の細胞内シグナルも INSR
に類似し IRS1、IRS2 および IRS3 が基質となって、PI3 キナーゼや Ras-MAP キナ
ーゼ系に繋がる。 IGF1R は線維芽細胞、内皮細胞などを含む広範な組織及び細胞
に存在し、細胞増殖作用、形質転換作用、抗アポトーシス作用を伝達して組織分
化、増殖に関わるとともに INSR のような代謝調節機能も有している (伊藤ら , 
2009)。  
骨格筋において IGF1R は IGF1 の結合により筋タンパクと糖代謝を調節する因
子として知られており、 IGFR1 は INSR とともに筋の成長に必要であるが確認
(O'Neill et al., 2015)されている。また、 INSR/IGFR1 ノックアウトマウスの骨格筋
において TBC1D1 (TBC1 (tre-2/USP6, BUB2, cdc16) domain family, member 1)の発
現抑制を介して GLUT4 発現量とグルコースの取り込みが増加したことが報告さ
れている (O'Neill et al., 2015)。TBC1D は TBC1 Rab-GTPase のファミリーメンバー
で骨格筋での発現が確認されており、Akt や AMPK によるリン酸化を受けて抑制
されることによって骨格筋細胞内の GLUT4 の膜輸送を促進させる (Taylor et al., 
2008)。  
本研究では IGFR1 と同時に INSR、TBC1D1(Fold change: 2.98)に発現の増加が認
められており、これらの連動した発現変動と一致している。そのため TBC1D1 の
発現抑制を介した GLUT4 膜輸送の促進は起こりにくいと考えられるが、INSR や
IGFR1 を介した耐糖能の改善の可能性は期待できるのではないかと考える。  
（１４）ヒスタミン受容体 H1 
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ヒスタミン受容体 (histamine receptor: HR)はヒスタミンと結合し情報を細胞内
に伝達するタンパク質であり、4種類のサブタイプ (H1~H4)が存在する (村松 , 2008)。
ヒスタミン受容体 H1(histamine receptor H1: HRH1)はヒスタミン作用のうち、毛細
血管の拡張（血管透過性亢進や血圧低下）、気管支平滑筋の収縮作用は HRH1 を
介した作用である (伊藤ら , 2009)。  
健康若年者を対象として、運動によるインスリン抵抗性の変化を HRH1 と HRH2
のブロックによって検証した報告 (Pellinger, Dumke, & Halliwill, 2013)では、コン
トロール群に比べて運動後のインスリン抵抗性 (Matsuda index)が 25%低下してお
り、運動後に起こる HRH1 と HRH2 を介した骨格筋の血管拡張は糖代謝において
有益であることが述べられている。HRH1 と HRH2 の拮抗状態では、骨格筋細胞
における糖の取り込みが鈍化しており血糖値の上昇に伴いインスリン分泌が多く
必要とされることが確認 (Pellinger et al., 2013)されている。HRH1/HRH2 のアンタ
ゴニストが骨格筋におけるグルコース取り込みを抑制する可能性もあるが、骨格
筋 GLUT4 活性がヒスタミン作動性に起こることは否定 (Pellinger et al., 2013)され
ている。  
本研究では骨格筋細胞において HRH1 の発現が上昇しており、温熱刺激による
HRH1 へのヒスタミンの結合を介した骨格筋組織における血管拡張作用からイン
スリン抵抗性改善作用の可能性を期待することができる。  
 
（１５）脂肪蓄積誘導膜貫通蛋白質 2 
中性脂肪  (triglyceride: TG) は脂肪細胞に蓄えられるが、in vivo における脂肪滴
形成に関する重要な遺伝子ファミリーとして fat-inducing transcript (FIT) が確認
されている。そのファミリーメンバーの fat storage-inducing transmembrane protein  
(FITM1/FIT1)と fat storage-inducing transmembrane protein 2 (FITM2/FIT2)は、小胞
体に存在する膜タンパクであり、マウスの肝臓への発現とマウス培養肝細胞への
脂肪滴蓄積が確認され、また FITM2 発現抑制をした 3T3L-1 脂肪細胞においては
脂肪滴の蓄積が防止されたことが報告されている (Kadereit et al., 2008)。FITM2 
mRNA はマウスの心臓、骨格筋、褐色脂肪細胞に多く発現することが確認されて
おり、FITM2 タンパク質は褐色脂肪細胞と白色脂肪細胞で多く検出されており、
mRNA とタンパク質の発現量は関連していないことも述べられている (Kadereit et 
al., 2008)。マウス骨格筋における FITM2 の発現は、筋のエネルギー代謝と深く関
連しており、FITM2 を過剰発現させた場合では筋細胞内の TG の増加と高脂肪食
下でエネルギー消費を増加させることによって体重増加を防いでいたことが報告
されている (Miranda et al., 2011)。ヒト骨格筋における FITM2 発現増加も骨格筋エ
ネルギー代謝亢進による体重増加の防止や骨格筋細胞内への脂肪滴の蓄積などの
影響が考えられるが、必ずしもタンパク質レベルへ影響するものではない可能性
があり、効果の検証時には留意しなければならない。  
 
（１６）CCAAT/エンハンサー結合タンパク質 δ 
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CCAAT/エンハンサー結合タンパク質 (CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP)
は、CCAAT ボックスあるいはエンハンサーコア配列と呼ばれる DNA 塩基配列特
異的な DNA 結合タンパク質で C/EBPα，β，γ，δ，ε， ζ の 6 種類がファミリーを
構成している (村松 , 2008)。CCAAT ボックスは、真核生物の転写開始点の上流 (5`
側 )に位置する DNA 保存領域で多くの転写因子がここに結合をして転写の開始が
調節される (伊藤ら , 2009)。C/EBP は様々な生物学的な過程に含まれ特に C/EBPα 
(CEBPA), C/EBPβ (CEBPB) が中心的因子としてエネルギー代謝や脂質代謝、糖新
生などにも影響している (Park et al., 2004)。また、C/EBPδ (CEBPD)は CEBPA, 
CEBPB とともにアディポネクチンの転写制御にも関連している  (Park, Qiang, & 
Farmer, 2004)。  
骨格筋における CEBPD の発現は透析患者で高くなっており骨格筋の代謝活性
の変化に伴う発現であることが推測されている (Shah et al., 2006)。また、ヒト骨
格筋における CEBPD 発現と骨格筋の強度は相関していることが報告  (Harries et 
al., 2012)されており、CEBPD が血中飽和脂肪酸レベルに影響している可能性が述
べられているが、メカニズムは未だ明らかにされていない。骨格筋強度の増強に
よって身体パフォーマンスの評価指標  (Short Physical Performance Battery: SPPB) 
も有意に向上しており、CEBPD 発現増加は ASCVD 予防の一助となる可能性があ
る。  
本研究における骨格筋 CEBPD 発現も温熱刺激による代謝活性の変化によるも
のであることは推測できる。また日本人における CEBPD SNPs の違いによる脂質
異常症における代謝表現型への影響も示唆  (Kaji, Fukano, Kimura, Takiguchi, & 
Tanida, 2008)されており、生体に温熱刺激を負荷する際の個別的な効果を検討す
ることに繋がるのではないかと考える。  
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２）SkMC への温熱刺激によって確認された動脈硬化性心血管疾患の促進的因子
の発現抑制  
（１）Dipeptidyl-peptidase 4  
 DPP-4 は CD26 としても知られており、全身のさまざまな組織において細胞膜
上に発現している膜貫通型蛋白質である。DPP-4 は細胞膜上の結合部位から切断
された状態で可溶型としても血中に存在している。これらの細胞膜上および可溶
型の DPP-4 はいずれもペプチド分解酵素活性を有しており、全身においてさまざ
まな基質を不活化する作用を呈する。DPP-4 の基質となるのは NPY や消化管ホル
モンのインクレチンとして知られている glucagon-like peptide-1 (GLP-1)および  
glucose-dependent insulinotropic polypeptide (GIP)などがある (大澤 , 河盛 , 2016)。
GLP-1 および GIP は膵 β 細胞膜上に発現する G 蛋白質共役型受容体  (G 
protein-coupled receptor: GPCR)であるそれぞれの受容体に結合することで細胞内
cyclic AMP (cAMP) 濃度を上昇させ、その結果 Ca2＋によるインスリン分泌顆粒の
開口放出を増強している (大澤 , 河盛 , 2016)。さらに、DPP-4 はインスリン分泌作
用を持つ消化管ホルモンのインクレチンを短時間で不活化する作用も持っている
(大澤 , 河盛 , 2016)。DPP-4 は脂肪細胞からのアディポネクチン分泌を抑制するこ
とも報告されている (Sahebkar, Ponzo, & Bo, 2016)。  
DPP-4 阻害剤を使用した場合では、骨格筋におけるミトコンドリア機能改善が
もたらされ骨格筋量の減少と機能低下の防止ができることが報告されている
(Takada et al., 2016)。さらに 2 型糖尿病高齢者における DPP4 阻害剤の使用では適
切な血糖コントロールができて炎症パラメータは低値となり、GLP 活性の上昇と
サルコペニアのパラメータ（除脂肪量、骨格筋量、骨格筋強度、歩行速度）の改
善が見られていることが確認されている (Rizzo et al., 2016)。  
本研究の SkMC への温熱刺激による DPP-4 の発現の減少は DPP-4 阻害剤を使用
した時と同様にミトコンドリア機能の改善やサルコペニアの予防、糖代謝の改善
などに繋がる可能性がある。また、可溶型の DPP-4 量と骨格筋での発現量につい
ての関係性を確認することによって、バイオマーカーとして役立てられる可能性
が考えられた。また、DPP-4 は脂肪細胞からの分泌抑制を通して血中アディポネ
クチン濃度を低下させるが、本研究においては DPP-4 の発現が低下しており骨格
筋の細胞膜上から切断された DPP₋ 4 が減少して、血中 DPP-4 低下から脂肪細胞
からの分泌抑制緩和により、血中アディポネクチン濃度を上昇させた可能性が考
えられた。さらに、DPP-4 は脂肪細胞から分泌されるアディポカインとしても知
られており、ヒトの骨格筋細胞からも分泌されることが確認されている (Xiao et 
al., 2011)ことから、本研究では DPP-4 は SkMC から培養液中に放出されるか、そ
の放出には温熱刺激による差があるのかを確認した。  
その結果、筆者の予想に反して 42℃群で DPP-4 濃度は有意に高くなっていた。
DPP-4 は温熱刺激が加わることで遺伝子発現は減少するが、SkMC から培養液中
に分泌される濃度は高くなっていた。遺伝子発現と分泌されたタンパクの挙動が
一致しないことは多くの因子で起こることであるが、本研究においては、温度変
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化によって細胞膜上の切り離しに関連する酵素活性などによって、培養液中に増
加している可能性が考えられた。いずれにせよ in vivo で観察された温熱刺激によ
る血中アディポネクチンの増加は骨格筋からの DPP-4 放出の抑制によるとする仮
説は否定的であった。  
今後の課題として、温熱刺激による細胞膜からの切り離しに関連する酵素の活
性を明らかにすることで効果がより明確になるのではないかと考えられる。現時
点では、バイオマーカーとしての活用は困難であるが、温熱刺激による遺伝子発
現の減少と SkMC からの放出上昇のメカニズムが明らかになることで、その応用
が検討できる。DPP-4 は全身の様々な細胞に発現し分泌されるが、内臓脂肪、肝
臓、肺、前立腺、腎皮質などで発現が高い ("UCSC Genome Browser ")。現時点で
は、脂肪細胞への温熱効果と DPP4 の関連についての報告は見当たらず、血中
DPP-4 調節のメカニズムについても明らかにされていないが、肥満者でその血中
濃度が高くなっていることから脂肪細胞からの分泌が大きく影響しているとされ
ている (Raschke, Eckardt, Bjorklund Holven, Jensen, & Eckel, 2013)。そのため、先行
研究における血中アディポネクチンの変化についても本研究結果からは説明はで
きない。生体での検討時においては全身への影響も考慮する必要がある。  
 
（２）血管内皮リパーゼ  
血管内皮リパーゼ (lipase, endothelial: LIPG)はリン脂質の加水分解をする酵素で
血管内皮細胞から単離されたことから endthelial lipase (EL)としても知られている
(GenBank®database, 2016)。LIPG は HDL 粒子内のリン脂質に基質特異性が高く、
HDL リン脂質を分解することにより HDL 代謝を促進する。マウスやヒトにおい
て LIPG 発現は血清 HDL-C 値と逆相関しており、また、LIPG の発現は種々の炎
症関連刺激によって亢進され、低 HDL-C 血症の原因となると言われている (石田 , 
平田 , 2010)。  
LIPG は生体においては肝臓、肺、腎臓、胎盤に発現するが骨格筋には発現して
いないことが報告されている (Jaye et al., 1999)。しかし、近年の報告では中年男性
の骨格筋組織の内皮において EL タンパク発現が運動トレーニングによって増加
していることが確認されている (Vigelso, Prats, Ploug, Dela, & Helge, 2016)。骨格筋
における EL の機能は明らかにされていないが、運動による骨格筋組織内の毛細
血管化が EL の発現と機能に影響していると考えられている (Vigelso et al., 2016)。
また、同報告では EL が骨格筋における脂肪酸の取り込みに寄与している可能性
も示唆されており、ヒト骨格筋における EL の発現と機能についての解明が期待
されている。骨格筋から分泌されるかどうかも不明である。  
骨格筋における LIPG の機能は不明であるが、本研究において LIPG 発現が低下
していたことは HDL 分解の低下により血中 HDL 濃度低下の防止の可能性を考え
ることができる。さらに本研究結果では、炎症関連刺激による LIPG の発現誘導
を受けなかったことも推測される。また、温熱刺激によって LIPG の発現が減少
されており運動による骨格筋への効果とは異なることも確認された。温熱刺激は
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運動と同様の効果を得られる場合もあるが、異なる結果をもたらすこともありそ
れぞれの特徴を活かして用いる必要性がある。  
 
（３）Heat shock 70kDa protein 5  
Heat shock 70kDa protein 5 (glucose-regulated protein,78kDa: HSPA5)は HSP70 フ
ァミリーメンバーに属し小胞体内腔に存在し分泌タンパク質の凝集やフォールデ
ィングの補助を行うシャペロンとして機能している (GenBank®database, 2016; 村
松 , 2008)。骨格筋においては Ca2+結合に強く関わっているもの考えられている (内
藤 , 2004)。HSPA5 はグルコース調節タンパク質 (Glucose Regulated Protein 78: 
GRP78)としても知られており、グルコース飢餓 (村松 , 2008)や全力疾走 (Laughlin et 
al., 2015)などの小胞体ストレスによって骨格筋において発現が増加する (Yoshida, 
Haze, Yanagi, Yura, & Mori, 1998)。小胞体ストレスによってインスリン抵抗性や炎
症が誘導され 2 型糖尿病や肥満の病態に関与している (Liong & Lappas, 2016)。  
分泌タンパク質および膜タンパク質はリボソームで合成されると同時に小胞体
においてフォールディングを受け、正しい構造へと折りたたまれる。小胞体には
シャペロンやフォールディングに関わる酵素が数多く存在し、これらの助けによ
り分泌タンパク質、膜タンパク質は効率的にフォールディングされる (山口 , 西頭 , 
2014)。小胞体ストレスとは小胞体における様々な分泌および膜タンパクの修飾や
フォールディングなどが、何らかの原因によって障害されるとミスフォールディ
ングタンパク質が増加して分子シャペロンが十分に機能できなくなり蓄積するこ
と (Ron, 2002; 山口 , 西頭 , 2014)である。小胞体ストレスシグナルは、これら小胞
体内部に変性状態のタンパク質が蓄積されることにより引き起こされる。また、
タンパク質の需要の増大などによる小胞体への作業負荷も小胞体ストレスとなる
(Ron, 2002)。  
小胞体ストレス反応として GRP78 などの小胞体シャペロンタンパク質の発現
が上 昇 す るこ と が 知ら れ て いる (Kozutsumi, Segal, Normington, Gething, & 
Sambrook, 1988)。また、骨格筋における GRP78 の発現は肥満や妊娠女性において
高くなっていることが報告されている (Liong & Lappas, 2016)。肥満の状態では栄
養素の流入が過剰になっていることが小胞体ストレスとなっている。GRP78 ノッ
クダウンによる小胞体ストレス反応抑制では、骨格筋における IL-6、IL-8、IL-1β、
MCP-1 の発現が低下し、 IR-β、 IRS-1 におけるインスリン刺激性のリン酸化反応
と GLUT4 の発現と糖取り込みの亢進によりインスリン抵抗性が改善したことが
報告されている (Liong & Lappas, 2016)。  
SkMC における HSPA5 発現の減少は、GRP78 発現の減少時と同様に小胞体スト
レス発現抑制によって、温熱刺激による骨格筋組織におけるインスリン抵抗性改
善が期待できる可能性がある。本研究結果で発現が増加した HSPs や GDF15 など
と同様に、シャペロン機能を持つタンパクである HSPA5 は、温熱刺激という小胞
体ストレスに反応して発現が増加すると予測されたが、本研究によって発現低下
が確認されたことについても、今後の検証が必要であるが、温熱刺激によってシ
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ャペロン機能の向上やタンパク質のフォールディングや修飾を阻害する因子の除
去などによって SkMc 小胞体内ストレスが低下している可能性もある。このこと
はインスリン抵抗性の改善を期待する根拠となるのではないかと考える。  
 
（４）活性化転写因子 6  
活性化転写因子 6 (activating transcription factor 6: ATF6)も HSPA5 と同様に小胞
体ストレスマーカーとして知られている。小胞体ストレスを感知して対処するシ
ステムは小胞体ストレス応答あるいは unfolded protein response (UPR)と呼ばれて
いる (GenBank®database, 2016)。UPR は積極的に小胞体内から異常タンパク質を排
除しようとし、それでもストレス状態を回避できない場合、細胞は最終的にアポ
トーシスを引き起こし死に至る (金本 , 今泉 , 2015)。小胞体ストレスは栄養飢餓、
虚血、低酸素、遺伝子異常などの様々な細胞外的・細胞内的ストレスによって惹
起される (山口 , 西頭 , 2014)。哺乳類細胞には、細胞質側にセリン／スレオニンキ
ナーゼ領域を持つⅠ型膜受容体 PKR-like endoplasmic reticulum kinase (PERK), 
Inositol requiring 1 (IREI) と、N 末端に転写活性領域を持つⅡ型膜受容体 ATF6 の
3 種類の受容体が存在し、これらの活性化によって UPR シグナルが発信される
(Yoshida, 2007)。このように、ATF6 は UPR を発動する小胞体ストレスセンサーと
呼ばれるタンパク質の一つであり、小胞体ストレス状態になると活性化し、続い
てそれぞれの下流分子を活性化する (金本 , 今泉 , 2015)。UPR にはタンパク質翻訳
停止、分子シャペロンの誘導、タンパク質分解の過程がある。UPR によって回避
できない過度の小胞体ストレスを細胞が受けた場合には、細胞は生存不可となり
アポトーシスにより死に至る (山口 , 西頭 , 2014)。骨格筋において小胞体ストレス
は ATF6 発現を上昇させ、ATF6 の過剰生産は GLUT4, 筋肥大制御に関与する遺伝
子である筋細胞エンハンサー因子 (myocyte enhancer factor) 2 A (MEF2A)、PGC1α
等の発現を抑制していることが報告されている (Raciti et al., 2010)。  
SkMC において ATF6 の発現が減少したことは HSPA5 と同様に温熱刺激が小胞
体ストレス自体を減少させた可能性もあるが、ATF6 の発現減少により GLUT4 等
の糖代謝に関連する因子の発現を促進しインスリン抵抗性の改善に影響すること
が期待できる。  
 
（５）A disintegrin and metalloproteinase metallopeptidase domain 12  
A disintegrin and metalloproteinase (ADAM) metallopeptidase domain 12 (ADAM12)
は、ADAM ファミリータンパク質に属するメンバーのひとつである。細胞 ‐ 細胞
間や細胞‐ 基質間の相互作用、受精、筋成長、神経発生などの様々な生物学的プ
ロセスに含まれており、ADAM12 の発現は出生前の発育のマーカーとして母体血
清が使用される (伊藤ら , 2009)。mRNA 前駆体におけるスプライシングの際、スプ
ライス部位の位置や組み合わせが変化し 2 種類以上の mRNA が生成される選択的
スプライシング (伊藤ら , 2009)の結果により 2 つのアイソフォームを持ち、膜アン
カータンパク質である ADAM12-L (longer isoforms)と分泌型である ADAM12-S 
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(shorter isoforms)がある (GenBank®database, 2016)。  また ADAM12 の機能として
メタロプロテアーゼの活性、細胞接着、筋芽細胞の分化と融合がある (Kawaguchi et 
al., 2002)。メタロプロテアーゼは金属プロテアーゼとも呼ばれ、その活性発現に
Zn2＋などの金属イオンを必要とするプロテアーゼである。メタロプロテアーゼは
細胞内、細胞膜、体液、分泌液中に広く分布して細胞内外で代謝に重要な役割を
果たす (伊藤ら , 2009; 村松 , 2008)。  
ADAM12-L と ADAM12-S を過剰発現させたマウスでは、骨格筋周辺への脂肪蓄
積や筋組織内において筋細胞の代わりに脂肪細胞が発現していたことも確認され
ていることなどから ADAM12-L と ADAM12-S は脂質合成に関与しているといわ
れている (Kawaguchi et al., 2002)。また、ADAM は心筋や横紋筋で発現が確認 (Lee 
et al., 1993)されており、ADAM12-L は血中での存在は確認されず局所の筋特異的
に発現をしているが、ADAM12-S はこれらの筋細胞から分泌されて血中に存在し、
全身脂肪量や内臓脂肪量を増加させる (Kawaguchi et al., 2002)。しかしそのメカニ
ズムは明らかにされていない。  
先行研究 (Nagai, et al., 2015)における温熱刺激による血中アディポネクチン濃
度の上昇に、ADAM12 の発現減少から血中 ADAM12-S 低下を介して脂肪細胞の
蓄積が減少した可能性が考えられる。しかし、3T3L-1 細胞へ ADAM12-S を添加
した実験 (Kawaguchi et al., 2002)では脂肪細胞への分化に際して明らかな変化は
確認されていない。現時点では ADAM12-S がアディポネクチン産生に関連してい
るという報告は見当たらないことからも今後の検討が必要である。  
また、通常では骨格筋内に脂肪が蓄積するということは起こりにくく、筋ジス
トロフィーなどの明らかに筋組織の異常があった場合に筋線維と脂肪組織が置換
されること (Kawaguchi et al., 2002)や、重度の肥満症や加齢によるサルコペニア肥
満による異所性脂肪の蓄積 (門脇 , 2016)などによって起こる。そのため本研究によ
る温熱刺激が SkMC の脂肪蓄積を防ぐという効果ではなく、分泌後の効果につい
ての検証が重要となる。ADAM12 のトランスジェニックマウスでは体脂肪量は増
加したが、マウスは健康であり正常血糖値でインスリン値やコレステロール値、
中性脂肪値などの上昇もなかったことが確認 (Kawaguchi et al., 2002)されている。 
ADAM12 過剰発現においてもこれらの値に影響がなかったことは、温熱刺激によ
って糖代謝や脂質代謝に影響があったとしても ADAM12 の発現減少による効果
ではないことも考えられ、他の因子との関連を含めた検討が必要である。ADAM12
は筋組織に特異的に発現する因子でもあり筋組織への温熱刺激効果を確認するた
めのバイオマーカーとしての可能性が期待できる。  
 
（６）筋細胞エンハンサー因子 2C 
筋細胞エンハンサー因子 2C (myocyte enhancer factor 2C: MEF2C)は筋形成に機
能しており (GenBank®database, 2016)、MEF2C は、細胞内の様々な成長因子シグ
ナル調節においてエンドポイントとして機能し、筋の分化や発達に拮抗する働き
を持っている (Black & Olson, 1998)。また、MEF2C はペルオキシソーム増殖因子
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活性化受容体 γ 転写共役活性化因子 (Peroxisome proliferator-activated receptor 
gamma coactivator 1 PGC-1, PPARGC1A)の結合を受けて活性化されることで骨格
筋における GLUT4 の発現が増加するなど、PGC-1 の調整を受けて GLUT4 の発現
調節に関与している。GLUT4 の発現増加はブドウ糖輸送の増加と相関しているこ
とも確認されており、インスリン非依存性に原形質膜輸送に関与している
(Michael et al., 2001)。MEF2C を骨格筋でノックアウトしたマウスでは、血糖値が
低く糖の取り込みが促進していることやグリコーゲンの代謝異常により体重減少
を含む身体サイズが小さくなっていたことが報告 (Anderson et al., 2015)されてお
り、MEF2C は健康時の全身の糖ホメオスターシスに重要な因子であることが示唆
されている。  
本研究結果においては、PGC が解析プローブに含まれていたが発現変動は確認
されなかった。MEF2C の発現低下が、PGC-1 結合の機会減少となり、GLUT4 の
発現を低下させ糖取り込みの低下をもたらす可能性も考えられるが、発現増減の
調節を行っているため必ずしも悪影響であるとは言えない。また、MEF2C 発現抑
制によって糖クリアランスの促進なども確認されていることから、発現低下はホ
メオスターシス機能に影響する可能性がある。  
さらに、骨格筋における MEF2C ノックアウトマウスではⅠ型線維数が有意に減
少しており、筋線維タイプのコントロールにも関与していることが述べられてい
る (Anderson et al., 2015)。食事誘導性の肥満に対してⅠ型線維は基礎代謝量が高い
ことなどから抵抗的に働き、Ⅱ型線維の増加ではグルコース代謝に良い影響をも
たらし肥満マウスにおいて体重や脂肪量を減少させると言われている (Izumiya et 
al., 2008)。これらのことから、MEF2C の発現減少は糖代謝を中心とする ASCVD
の予防に有効である可能性がある。  
また、本研究では SkMC への温熱刺激効果の検討であったため、線維のタイプ
は特定できないが、MEF2C は筋細胞の分化決定因子である MyoD などの発現が誘
導される筋節 (村松 , 2008)においての遺伝子発現も調節している (Anderson et al., 
2015)。MyoD は本研究の解析に含まれていたが Fold change は 0.593 であった。
また、筋線維型を規定する最も重要な因子である MyHC も解析プローブに含まれ
ていたが、発現変動は確認されなかった。  
 
（７）インスリン様増殖因子結合タンパク質 3、1 
インスリン様成長因子結合タンパク質 (insulin-like growth factor binding protein:  
IGFBP)には 1～6 の 6 種類が存在し、それぞれ異なった遺伝子上にマップされて
いるが高い相同性を持っている。機能として IGF の輸送、 IGF の半減期の調節、
IGF とその受容体への修飾などがあり、さらに IGF を介さない独自の細胞増殖抑
制作用を持つ可能性が指摘されている。各 IGFBP の組織での発現パターンや発現
調節因子は異なり、また IGF への親和性は IGF 受容体よりも高い (伊藤ら , 2009; 村
松 , 2008)。 IGF への IGFBP の結合によって不活化された状態は安定しており、酵
素分解を受けないために寿命が延長する。酵素により IGFBP が切断されて遊離型
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になることで IGF1R への結合が可能となり下流のシグナルが活性化される (足立 , 
松永 , 佐々木 , 野島 , 今井 , 2016)。  
血中 IGF-1 の 90%はインスリン様増殖因子結合タンパク質 3(insulin-like growth 
factor binding protein 3: IGFBP3)と結合している。 IGFBP3 は主に肝臓で産生され
肝臓での mRNA 発現量とよく相関することが確認されている。またその産生は
GH により促進的に調節され、GH 分泌の一指標として血中 IGFBP3 が測定される
(伊藤ら , 2009; 村松 , 2008)。  
IGF1 と IGFBP3 遺伝子は血中 IGF1 レベルに影響し、血中 IGF1 レベルは骨格筋
量グループで有意に低くなっており、高齢者の骨格筋量に重要な影響を与えると
考えられている (Yang et al., 2015)。 IGF 産生低下と同時に IGFBP3 産生も減少し
IGF のクリアランスを担う IGFBP1 産生が増加することも知られている。 IGF1 は
筋芽細胞を刺激して細胞増殖、分化、インスリン様作用などを発揮して代謝に影
響することで知られている (Grohmann et al., 2005)。さらに IGF-1 はそのシグナル
低下から骨格筋でのインスリン抵抗性 (Friedrich et al., 2012)や心血管疾患の死亡
率 (van Bunderen et al., 2010)とも関連をしている因子である。 IGFBP3 は前立腺癌
(Qin et al., 2016)や結腸癌 (Lam, Pan, Linnekamp, Medema, & Kandimalla, 2016)、乳
癌 (Marzec, Baxter, & Martin, 2015)で過剰発現していることが報告されている。各
種癌においては IGF1 や IGF1R も過剰発現をしており、IGF-1R からのシグナル変
化は細胞増殖を刺激しアポトーシスを回避することになるため、癌細胞の生存に
有利に働くと言われている (足立ら , 2016)。 IGFBP は癌に対し抑制的に働き、
IGFBP3 は血中濃度低下がヒトの癌においてリスク因子となることや遺伝子多型
が癌の発生に関連していることが言われている (Qin et al., 2016)。  
インスリン様増殖因子結合タンパク質 1(insulin-like growth factor binding protein 
1: IGFBP1)は、血糖値の調節に関与しその産生はインスリンにより抑制される (伊
藤ら , 2009)。IGFBP1 の血中濃度は GC 投与やインスリンの欠乏などによって上昇
する (野口 , 2000)ことが知られている。IGF1 と IGFBP1 は炎症性サイトカインによ
っても調節されている (Frost & Lang, 2004)。また、IGFBP1 トランスジェニックマ
ウスの骨格筋と肝臓では空腹時高血糖、グルコース耐性の悪化、インスリン抵抗
性が示されている (Murphy, 2000)。ヒトにおいても加齢による IGFBP1 の低下が脂
肪細胞の増加に繋がることが報告されている (堀内 , 2007)。また、 IGFBP3 および
IGFBP1 では動脈硬化との相関についても報告されている (川地ら , 2003; 堀内 , 
2007)。  
これらのことから、IGFBP3 および IGFBP1 の発現低下は骨格筋におけるインス
リン抵抗性の防止や動脈硬化リスクの低下という可能性が共通して考えられる。
しかし、 IGFBP3 の減少によって IGFBP1 の発現増加を伴うものではなく、 IGF1
も本研究の解析プローブに含まれているが温熱刺激によって有意な変化は認めら
れていなかったことについては、上記の報告とは異なっている。  
また、 IGFBP3 は成人および思春期前の小児の筋芽細胞において培養液中に分
泌されたことが確認 (Crown, He, Holly, Lightman, & Stewart, 2000)されており、今
後の検証に活用できるものと考える。  
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（８）ヘパリン結合性 EGF 様増殖因子  
ヘパリン結合性 EGF 様増殖因子 (heparin-binding EGF-like growth factor: 
HB-EGF)は、上皮増殖因子 (Epidermal Growth Factor: EGF)受容体に結合して増殖シ
グナルを惹起する EGF ファミリーの一つで細胞膜表面に発現し、切断により分泌
型となりパラクリン増殖因子として作用する (伊藤ら , 2009; 村松 , 2008)。HB-EGF
は骨格筋において高発現していることが確認されている (Abraham et al., 1993)。  
筋管細胞においては、低酸素状態などのストレス時には発現が誘導されて細胞
表面に発現した HB-EGF が低酸素状態などの環境変化から細胞を保護する機能を
持っていることが報告されている (Horikawa et al., 1999)。  
また、HB-EGF はセロトニンとして知られる 5-hydroxytryptamine (5-HT)が、骨
格筋に多く発現する 5-HT の受容体である 5HTA2 への結合による下流のシグナル
活性化の際に多く誘導され、 IRS-1 分解を誘発してインスリン抵抗性を惹き起こ
す (Li et al., 2012)。本研究においては 5-HT、5HTA2 ともにプローブに含まれてい
なかったが、HB-EGF の発現増加が骨格筋におけるインスリン抵抗性に関与して
おり、また脂肪細胞においてもインスリン抵抗性の惹起に関与 (Li et al., 2012)して
いることから、本研究で確認された発現抑制は、インスリン抵抗性の防止に関連
すると考えられる。また、HB-EGF が骨格筋組織の細胞表面からのパラクリン分
泌によって骨格筋組織内の脂肪細胞に作用することなども想定され、骨格筋だけ
でなく近隣の脂肪細胞においてもインスリン抵抗性を防止できると考えられる。
HB-EGF は細胞膜表面からの切断により可溶性の分泌型となり産生細胞の周辺に
限局してパラクリン作用を発揮するため、全身性の作用よりも局所における効果
が期待できる。  
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４．動脈硬化性心血管疾患の促進に関連する因子  
１）SkMC への温熱刺激によって発現増加が確認された動脈硬化性心血管疾患の
促進的因子  
（１）Arachidonate 15-lipoxygenase, type B 
Arachidonate 15-lipoxygenase (ALOX15)は、細胞表面にある細胞接着分子である
インテグリンの活性を単球において高めることによって、血管内皮への単球の接
着を亢進させる (Waddington, Sienuarine, Puddey, & Croft, 2001)。 In vitro において
ALOX15 は、LDL 酸化を含む直接的なアテローム形成促進的に働いている (Ezaki, 
Witztum, & Steinberg, 1995)。In vivo では、血管内皮にヒト ALOX15 を過剰発現さ
せた LDLR 欠損マウスではアテローム性動脈硬化症が促進されたとの報告がある
(Harats et al., 2000)。一方で、ALOX15 を過剰発現させたウサギの早期アテローム
硬化性動脈硬化症においては、単球とマクロファージは血管壁の脂質堆積に対し
て抑制的に働くという報告がなされている (Shen et al., 1996)。  
Arachidonate 15-lipoxygenase, type B (ALOX15B ) は、ヒトにおいて健康人に比
べてアテローム性動脈硬化症でその発現が高くなることが知られている。この酵
素は脂肪酸を酸化させる物質であり、局所での炎症を促進させアテローム性動脈
硬化症でみられるマクロファージ泡沫細胞に発現している (Magnusson et al., 
2012)。ヒトマクロファージにおける ALOX15B 発現停止は細胞内の脂質蓄積と炎
症誘発性のサイトカイン分泌を減少させる。アテローム性動脈硬化症の ALOX15B
ノックアウトマウスにおいては、アテローム性動脈硬化症が減少したことが報告
されており、細胞内の脂質堆積や泡沫細胞のサイズの減少が確認されている
(Magnusson et al., 2012)。   
これらの影響が骨格筋における発現上昇においても言えるのか、骨格筋細胞由
来の ALOX15 が分泌されてアテローム性動脈硬化症などに影響するのかは不明で
あるが、骨格筋への温熱刺激による ALOX15 発現増加は必ずしも動脈硬化の予防
的ではないことも考えられる。  
 
（２）血管内皮細胞増殖因子  
血管内皮細胞増殖因子 (vascular endothelial growth factor A: VEGFA)は、培養下垂
体細胞の上清から血管内皮細胞に対する増殖活性を指標として単離された。マク
ロファージ・平滑筋細胞・腫瘍細胞など様々な細胞で産生される (村松 , 2008)。血
管内皮細胞の分化や血管新生、組織再生に関連する最も重要な血管新生因子のひ
とつと言われている (Andrzejewski et al., 2015)。血管新生とは、既存の血管から血
管内皮細胞の遊走や増殖を伴って新しい血管が形成される現象であり、血管新生
因子とは血管新生促進作用の検出されるタンパクをいう (伊藤ら , 2009)。動脈硬化
内膜内における VEGFA の発現程度は血管新生の出現頻度とよく相関しており、
血管新生とともに血管透過性亢進やマクロファージの遊走因子として作用してい
る可能性も推定されている (居石 , 2005)。  
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骨格筋における運動や様々な刺激は、VEGFA などの転写活性を通して血管新生
誘導 pathway の調節をもたらすことが知られている (Levy, Levy, Wegner, & 
Goldberg, 1995)。また、骨格筋へのマッサージで VEGFA の mRNA 発現が増加し
骨格筋組織中のタンパクレベルでの増加も確認されている。さらに、10 週間とい
う短期間でのマッサージは、骨格筋の血管ネットワークの発展や構築に関与して
おり、この発現の変化は 5 週間後でも継続していたことも報告されている
(Andrzejewski et al., 2015)。  
VEGFA の受容体は VEGF-R1 (VEGF-recptor1) や VEGF-R2 (VEGF-recptor2) で
あり、血管内皮細胞表面に特異的に発現しているが、多種の腫瘍細胞でも発現し
ており最も重要な血管新生因子と考えられている (伊藤ら , 2009)。また、骨格筋に
おいてもその発現は確認されている (Jones et al., 2012)。本研究でのプローブリス
トに VEGF-R1 や VEGF-R2 は含まれていないため、骨格筋において VEGFA の発
現が受容体と結合してその機能を発揮させ血管新生などに働く可能性があるのか
は不明である。  
また、本研究においては SkMC での検討であったため、骨格筋線維間隙に存在
する血管については検討できていないが、生体で検証するにあたっては、VEGFA
は骨格筋組織への温熱刺激を受けて変化する重要な因子のひとつであり、骨格筋
から VEGFA が供給されて血管新生に関与することも考えられる。  
骨格筋における血管新生の場合は骨格筋の増強などにより ASCVD の予防に繋
がるが、骨格筋組織内の血管における血管新生の場合は ASCVD に促進的に働く
可能性がある。動脈硬化内膜に血管新生が見られることはよく知られており、内
膜の栄養供給のみならず白血球細胞の浸潤経路として内膜の炎症反応の場となる
とともに、新生血管周囲のフィブリン沈着や出血による凝固亢進が、局所のトロ
ンビン産生亢進フィブリン分解産物の沈着や血小板由来増殖因子の内膜内沈着を
促進して内膜での炎症を亢進させることなどによって動脈硬化の進展に関与して
いると考えられている (居石 , 2009)。  
また、VEGF では脂肪細胞から放出されることが確認 (Schlich et al., 2013)されて
おり、ファミリーメンバーである VEGFA が骨格筋から供給される可能性も考え
られ、その場合にはバイオマーカーとしての利用も期待できる。  
 
（３）トロンボスポンジン  
トロンボスポンジン (thrombospondin 1: THBS1, TSP-1)は、血小板 α 顆粒に多く
含まれる多機能な糖タンパク質でトロンビン刺激により放出される。細胞接着シ
グナルである Arg-Gly-Asp 配列を持ち血小板膜タンパク質Ⅳへの結合を介して凝
集反応をサポートする。フィブリンやフィブリノーゲンにも結合して血栓に取り
込まれるので、血栓の強固化にも関与していると考えられている。血管内皮細胞、
平滑筋細胞などでも産生・分泌される (伊藤ら , 2009)。また THBS1 は、N 末端側
に血液凝固作用を持つヘパリン、結合組織の主要なタンパク質であるコラーゲン
(Mumby, Raugi, & Bornstein, 1984)、ECM に存在する細胞接着性タンパク質のフィ
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ブロネクチン (Sottile & Hocking, 2002)、基底膜の主成分をなす細胞接着性糖タン
パク質ラミニン、血液凝固因子であるフィブリノーゲンとの結合ドメインを持ち、
これらの ECM のタンパク質と相互作用して細胞増殖や分化に関与すると考えら
れている (伊藤ら , 2009; 村松 , 2008)。  
THBS1 はそのほとんどが内臓脂肪組織に発現しており、インスリン抵抗性と肥
満で発現が高くなっており脂肪組織の炎症と相関している。THBS1 は脂肪組織や
マクロファージへ影響して血中 PAI-1 を上昇させ血栓形成促進性に働いているこ
とが示唆されている (Varma et al., 2008)。また、血管新生に対しては抑制的に働く
ことも報告 (豊田 , 森田 , 室田 , 1996)されている。  
骨格筋への作用として、THBS1 欠損マウスでは、ヒラメ筋、腓腹筋、外側広筋
においてグルコースの取り込みが有意に増加していることや、高脂肪食誘導性の
インスリン抵抗性を防いでいることが報告されている (Inoue et al., 2013)。THBS1
を過剰発現したマウスにおいては高脂肪食下で血中 THBS1 濃度の上昇が確認さ
れ、骨格筋においてコラーゲン誘導遺伝子である Co13al と Co16al の発現が上昇
しており、骨格筋の筋線維を包んでいる結合組織の筋内膜や、骨格筋線維各々を
包む線維性の筋周膜のコラーゲン線維の形成を増強したことが観察されており
THBS1 が骨格筋の線維化を促進している可能性が示唆されている (Inoue et al., 
2013)。また、ヒトのインスリン抵抗性骨格筋においてもⅠ型・Ⅲ型のコラーゲン
組織の増加が観察されており、インスリン抵抗性の骨格筋においては ECM の構
成が変更していることが報告されている (Berria et al., 2006)。これらのことは、脂
肪組織より分泌された THBS1 が骨格筋に作用してインスリン抵抗性やコラーゲ
ン組織形成の活性をおこしていると考えられている (Inoue et al., 2013)。また、1
日 30 分の運動を行ったマウスの骨格筋において THBS1 と ECM 分解酵素であり
血 管 新 生 阻 害 因 子 の ADAMTS1 (a disintegrin and metalloprotease with 
thrombosponding motifs)タンパク発現が顕著に低下していたことが報告 (Malek, 
Huttemann, Lee, & Coburn, 2013)されており、持久的なトレーニングの初期の段階
における骨格筋での血管新生の調節を行っていることが示唆されている。  
これらのことから、ヒト骨格筋細胞における THBS1 の発現増加は動脈硬化に促
進的に働く可能性が考えられる。また、サルコペニアなどの加齢による骨格筋の
減少時においても骨格筋の線維化も確認 (Brack et al., 2007)されているが、THBS1
の関与も否定できないことから、特に高齢者の骨格筋への温熱刺激に関しては慎
重に検討する必要があると考える。  
 
（４）HSP60 ファミリーメンバー1 
Heat shock 60kDa protein (HSP60) はすべての生物に存在する分子量約 6 万の分
子シャペロンであり、細胞内でタンパク質の高次構造形成を助ける役割を持つ (伊
藤ら , 2009)。HSP60 ファミリーメンバー1 (HSPD1) は HSP60 ファミリーの中に属
し、分子シャペロンとしての役割が知られている (GenBank®database, 2016)。骨格
筋のミトコンドリアマトリックスに多く含まれ、ミトコンドリアタンパクの高次
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構造形成の促進やミスフォールディングタンパクや変性タンパクの分解を ATP依
存的に行っている。これらのシャペロン機能は HSP10 によって調節されている
(Barone et al., 2016; Bukau & Horwich, 1998; Lanneau et al., 2008)。HSP60 は熱を中
心とする様々なストレス環境下で発現が増加することが知られている (Lanneau et 
al., 2008)。しかし、ラットへの運動ストレスでは骨格筋において HSP90 は発現上
昇が確認されたが HSP60 の発現上昇は認められず、異なる種類のストレスによっ
て HSP60 が応答する可能性も指摘されている (Moura et al., 2014)が、別の先行研
究ではマウスの運動後の骨格筋において HSP60 の発現亢進が確認され、特にⅠ型
線維と血中で増加していることが報告されている (Barone et al., 2016)。また、
HSP60 は先天性免疫に関連する強力な刺激によって、肥満マウスの脂肪細胞
3T3L-1 から時間と濃度依存的に interleukin-6 や単球走化性因子 (monocyte 
chemoattractant protein-1: MCP-1)などの炎症性メディエーターを放出しており、糖
尿病や糖尿病関連合併症で観察される炎症の進展に関連する脂肪細胞の機能調節
に重要な役割を持 っていることが明 らかにされている (Gulden, Mollerus, 
Bruggemann, Burkart, & Habich, 2008)。さらに、HSP60 は脂肪組織のオートクリン
に影響して炎症のプロセスに関与しており、インスリン抵抗性を促進させるアデ
ィポカインであることも報告 (Marker et al., 2012)されている。HSP60 はヒトの脂
肪細胞から分泌されるタンパクであり、血中でも確認することができるが、血中
HSP60 がどの組織由来であるのかは明らかではなく、糖尿病ではない肥満者にお
いて HSP60 の血中濃度が高くなっていることから、脂肪組織が起源である可能性
が示唆されている。マウス C2C12 においては培養液中に HSP60 を放出すること
も確認されている (Barone et al., 2016)が、ヒト SkMC から培養液中への HSP60 の
分泌はなかったことが報告 (Marker et al., 2012)されている。  
SkMC において HSP60 は、細胞増殖や分化、細胞死などの生命現象において重
要な役割を果たす MAPK ファミリー分子である細胞外シグナル抑制キナーゼ
1(extracellular signal-regulated kinase1: ERK1 (MAPK3) と ERK2 (MAPK1) や JNK、
Neclear factor-κB (NF-kB) の活性やインスリンシグナルとインスリン刺激による
糖取り込みの抑制をしており、さらに SkMC は HSP60 の刺激を受けて IL-6 や IL-8、
MCP-1 を放出していることが確認 (Marker et al., 2012)されている。  
本研究においては SkMC で HSP60 の発現が上昇したが、HSP60 の影響により
SkMC からサイトカインの分泌が促進されてインスリン抵抗性促進的に作用する
可能性があり、肥満者の骨格筋組織への温熱刺激負荷には注意が必要である。ま
た、HSP60 は SkMC からの分泌は確認されず脂肪細胞より分泌されて血中で確認
ができる。このことは、生体内での検証時に骨格筋組織内に存在する脂肪組織へ
の影響を検討するバイオマーカーになる可能性があると考えられる。  
 
（５）アンギオテンシノーゲン  
アンギオテンシノーゲン (angiotensinogen (serpin peptidase inhibitor, clade A, 
member 8): AGT)はレニン基質 (renin substrate)とも呼ばれ主に肝臓で産生される糖
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タンパクである。アンギオテンシン生成酵素であるレニンの酵素作用を受けて反
応する基質であり、最終的にはアルドステロン分泌促進や血管収縮、バソプレッ
シ ン 分 泌 促 進 作 用 を 持 つ ペ プ チ ド ホ ル モ ン で あ る ア ン ギ オ テ ン シ ン
Ⅱ(angiotensinⅡ: ANGⅡ)を生じる (Underwood & Adler, 2013; 伊藤ら , 2009; 村松 , 
2008)。ヒトにおいては肝臓のみではなく、腎臓、脳、心臓、脂肪細胞でも発現し
ている (村松 , 2008)。  
ANGⅡは、血管系、腎臓、骨格筋、心臓、脂肪細胞、膵臓、副腎などに存在し
ているアンギオテンシン 1 型受容体とアンギオテンシン 2 型受容体に結合するこ
とにより効果が発揮される (Underwood & Adler, 2013)。ANGⅡは骨格筋において微
小血管における血流減少とグルコースの引き抜きを減少させる (Chai et al., 2010; 
Muniyappa & Yavuz, 2013)。また、アンギオテンシン 2 型受容体以下のシグナルが
インスリンシグナルを障害することによって、骨格筋でのインスリン刺激による
糖の取り込み減少に関連するインスリン抵抗性の促進がある。酸化ストレスを増
加させたラットの骨格筋においては、ANGⅡによって GLUT4 の移動が抑制され、
糖取り込みができなくなることが報告 (Ogihara et al., 2002)されている。  
本研究における AGT 発現増加は、ANGⅡの生成を増加させインスリン抵抗性に
寄与する可能性が考えられる。  
 
（６）プラスミノゲンアクチベーターインヒビター１  
プラスミノゲンアクチベーターインヒビター１ (serpin peptidase inhibitor, clade 
E (nexin, plasminogen activator inhibitor type 1): PAI-1)は、血液凝固関連物質である
フィブリンの溶解に重要な役割を果たす組織プラスミノゲンアクチベーター
(tissue-plasminogen activator: t-PA)と結合してその作用を阻止するセリンタンパク
質分解酵素阻害因子である  (伊藤ら , 2009; 村松 , 2008)。PAI には 1 型 (PAI-1)と 2
型があるが、最も重要とされるのが PAI-1 であり、PAI-1 は血管内皮細胞、肝臓、
脂肪細胞で産生され、血管内に生じた血栓の溶解反応の制御の主体となっており、
動脈硬化促進因子として知られている。また、uPA に対しても中和作用を持って
いる (伊藤ら , 2009)。  
PAI-1 は炎症を惹起するアディポサイトカインでもあり、脂肪細胞での活性酸
素種によって発現が増加する (福原 , 大月 , 下村 , 2014)ことも知られている。さら
に、骨格筋よりインスリンの刺激によって分泌されて全身に影響を及ぼすマイオ
カインとしても知られている (真鍋 , 2014)。  
PAI-1 は小児の 1 型糖尿病において HbA1C 濃度と関係なく血中濃度が上昇して
おり、同時に筋萎縮が確認 (Zeitler, Thiede, & Muller, 2001)されている。PAI-1 は低
インスリン血症や高血糖などの糖尿病合併症の重要な因子として、骨格筋におい
ては血中 PAI-1 濃度によってフィブリン溶解反応の抑制や筋再生、ECM のリモデ
リングにも大きく影響していると考えられており、PAI-1 抑制剤を使用した場合
では骨格筋の修復などが早期に行われていることが確認されている (Krause, 
Moradi, Nissar, Riddell, & Hawke, 2011)。1 型糖尿病マウスの骨格筋においては
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PAI-1 の上昇が uPA 活性を低下させることも報告されている (Koh, Bryer, Pucci, & 
Sisson, 2005)。  
生体においての温熱刺激によって suPAR が低下したが、これには骨格筋組織に
おける PAI-1 の上昇が uPA の活性を低下させ、受容体である uPAR の発現抑制に
も影響している可能性も考えられるが、明らかにされていない。uPA の活性低下
により uPAR への結合が低下することは予測され、女性においては動脈硬化促進
的に作用する可能性がある。一方で、PAI-1 は高インスリン血症におけるインス
リンの刺激を受けて、骨格筋からの分泌が増加するという報告  (Yoon et al., 2009)
がある。  
これらのことから、筋の萎縮や高血糖、高インスリン血症などの環境下にある
場合には筋再生の阻害やフィブリン溶解抑制による血栓形成などに影響する可能
性が考えられ、生体で骨格筋への温熱刺激効果の検証時には対象者を限定する必
要がある。  
また、PAI-1 は動脈硬化促進因子であるため積極的に増加をさせることは望ま
しくないが、分泌タンパクであるためバイオマーカーの一つとして検証の可能性
がある。  
 
（７）WNT1 inducible signaling pathway protein 1  
WNT1 inducible signaling pathway protein 1 (WISP1)は、糖タンパクを分泌する
Wingless-type (Wnt)シグナル伝達経路にターゲットとされる遺伝子であり、Wnt
シグナル伝達経路ファミリーメンバーは、自己分泌であるオートクリンや傍分泌
であるパラクリンに働きかけ、細胞増殖や細胞死、分化などを調節しており、癌
をはじめとする様々な疾患の発症に深く関わっている (Gordon & Nusse, 2006; 秋
山 , 2014)。  
また、WNT1 は ECM 関連タンパクを分泌する CCN ファミリーメンバーのひと
つで CCN4 としても知られている。WISP1 はヒトの完全に分化した脂肪細胞やサ
イトカインに応答したマクロファージから分泌されるアディポカインとしての可
能性が指摘されており、また、ヒトとマウスの血中 WISP1 と皮下脂肪組織に発現
する WISP1 は体重変化によって調節されている (Murahovschi et al., 2015)。脂質合
成と肥満における軽度炎症を調節していることや WISP1 mRNA レベルや放出さ
れるタンパクの増加がヒト脂肪細胞の分化を促進しており、その発現低下によっ
て体重減少がもたらされることなども報告されている  (Murahovschi et al., 2015)。
さらに、内臓脂肪組織と皮下脂肪組織、マクロファージにおける WISP1 mRNA レ
ベルは空腹時インスリン値や BMI と相関を示し、、マクロファージにおいては IL6
や TNFA などのサイトカインの mRNA レベルも上昇していることも報告
(Murahovschi et al., 2015)されている。  
さらに、高脂肪食による肥満のマウス骨格筋（腓腹筋）や肝臓、精巣上体脂肪
組織において WISP1 の発現が有意に増加していることが報告 (Murahovschi et al., 
2015)されている。また、WISP1と同じ CCNファミリーメンバーである CCN1/Cyr61
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が骨格系の発達に関与することも報告 (Yanagita et al., 2007)されている。  
WISP1 は CCN4/Wnt 誘導性の分泌タンパクであり (Yanagita et al., 2007)、脂肪細
胞から分泌されることが確認 (Murahovschi et al., 2015)されているため、骨格筋か
らも分泌されるのであれば脂肪組織やマクロファージに影響を与え ASCVD を促
進させる因子としての危険性があるが、骨格筋からの分泌に関しては不明である。
骨格筋から分泌されるのであれば、バイオマーカーとしての可能性を考えること
ができるが、脂肪細胞からの分泌など血中濃度の測定の場合には他の組織からの
分泌の影響を受けるため適切ではないと考える。  
 
（８）Toll 様受容体 4 
Toll 様受容体 (toll-like receptor: TLR)は、細菌、ウイルスおよび寄生虫などの病
原体に対する初期段階の生体防御機構である自然免疫において病原体を構成して
いる成分の特有の分子パターンを直接認識する受容体である。TLR は 1 回膜貫通
型の膜タンパク質である。リガンドが TLR に結合するとアダプター分子である
MyD88 や TRIF を介してシグナルが伝達され、炎症性サイトカイン、Ⅰ型インタ
ーフェロン、白血球走化作用を持つケモカインなどの遺伝子発現を誘導し、感染
初期における病原体の排除という生体防御反応だけではなく感染後期に誘起され
る獲得免疫応答の活性化にも寄与している (村松 , 2008)。  
TLR4 はグラム陰性細菌由来のリポ多糖（ lipopolysaccharide: LPS）を認識 (村松 , 
2008)することで知られている。TLR4 は、炎症シグナルにおける重要なレセプタ
ーで、マクロファージやマスト細胞に特に発現しているが、TLR2 とともに骨格
筋においても発現し LPS へ応答して炎症を仲介している (Frost, Nystrom, & Lang, 
2006)。また、骨格筋の虚血で発現が亢進しており TLR2 と TLR4 は、骨格筋虚血
における炎症および血管新生の重要な調節因子であることが報告 (Xu et al., 2015)
されている。肥満における慢性炎症の炎症誘導にも TLR4 が関与しており、脂肪
細胞から放出されたパルミチン酸が脂肪組織に浸潤しているマクロファージ上の
TLR4 を刺激して TNFα の産生を誘導していることも報告されている (Suganami et 
al., 2007)。  
本研究では骨格筋細胞において TLR4 発現が増加しており、虚血による骨格筋
組織の炎症などへの影響を検討はできないが、生体においては温熱刺激によって
骨格筋組織の血管や血流などへの影響を検討するうえで重要な因子である。また、
骨格筋組織上にある TLR4 が近隣の脂肪細胞から分泌されたパルミチン酸の刺激
を受けて炎症を誘導させる可能性も考えられ、温熱刺激を生体で行う際には発現
動向を観察する必要がある。  
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２）SkMC への温熱刺激によって確認された動脈硬化性心血管疾患の予防的因
子の発現抑制  
（１）カルモジュリン依存性プロテインキナーゼⅡδ 
カルモジュリンは真核生物に広く存在するタンパクで Ca2＋と結合するが、その
親和性が高く、細胞が活性化する際に細胞内で増加する Ca2＋を速やかにキャッチ
する。カルモジュリンは細胞機能発現時の Ca2＋シグナルを目的とする標的に伝達
する Ca2＋メディエーターである (伊藤ら , 2009; 高久 , 2008)。  
カルモジュリン依存性プロテインキナーゼⅡ(calcium/calmodulin-dependent 
protein kinase II delta: CAMK2)は、Ca2＋／カルモジュリン依存性のタンパク質リン
酸化酵素であり、基質特異性が広く Ca2＋を介した細胞内情報伝達において重要な
働きをする多機能性プロテインキナーゼとして知られている。α、β、γ、δ の 4 種
類のアイソフォームから成る。CAMK にはⅠ～Ⅴまでのサブタイプがあるが、中
でも CAMK2 はヒトの骨格筋に多く発現しており (Rose, Kiens, & Richter, 2006)、
運動による GLUT4 の誘導の調整を行っている。筋収縮による細胞内の Ca2＋濃度
の上昇に反応して CAMK2が活性化されることによって GLUT4の発現が亢進され
る (Ojuka, Goyaram, & Smith, 2012; Zorzano, Palacin, & Guma, 2005)。CAMK2 のう
ちアイソフォームについては言及されていないため不明であるが、CAMK2D も骨
格筋収縮による GLUT4 の発現誘導に関連する可能性がある。  
CAMK2D の発現抑制は運動による GLUT4 の糖取り込み機能について抑制的に
働く可能性が考えられる。  
 
（２）ウロキナーゼ型プラスミノゲン活性化因子  
ウロキナーゼ型プラスミノゲン活性化因子 (plasminogen activator, urokinase:  
PLAU/uPA)はプラスミノゲンをフィブリンの分解をするプロテアーゼであるプラ
スミンに変換するセリンタンパク質分解酵素をコードしており、組織型プラスミ
ノゲン活性化因子 (plasminogen activator tissue: tPA)とウロキナーゼ型プラスミノ
ゲン活性化因子の 2 種類が存在する。いずれもセリンタンパク質分解酵素で、プ
ラスミノゲンのペプチド結合のみを特異的に切断する。プラスミノゲンはこのペ
プチド結合が切断されると高次構造が変化し、酵素活性が発現した分子であるプ
ラスミンとなる (伊藤ら , 2009)。  
uPA などが含まれるプラスミノゲンシステムは、骨格筋を含めて様々な組織の
修復において重要な役割を果たしている。同じプラスミノゲンシステムに含まれ
る PAI-1 では、PAI-1 抑制剤を使用した場合では骨格筋の修復などが早期に行われ
ていることが確認 (Krause et al., 2011)されている。また、1 型糖尿病マウスの骨格
筋においては PAI-1 の上昇が uPA 活性を低下させることも報告 (Koh et al., 2005)
されており、本研究の SkMC を使用した実験結果においても、PAI-1 の発現は亢
進したが uPA の発現は抑制されたことが確認された。しかし、プラスミノゲンシ
ステムの骨格筋における組織修復の分子メカニズムは未だ明らかにされていない
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(Sisson et al., 2009)。  
さらに、uPA は肝細胞増殖因子  (hepatocyte growth factor: HGF) の活性から起こ
る反応を受けてタンパク質分解活性を通して筋芽細胞の増殖や修復を促している
ことが報告されており、プラスミノゲンシステムとは異なる pathway を介して組
織修復に関わることも報告 (Sisson et al., 2009)されている。HGF は肝再生因子であ
るが、上皮系細胞、血管内皮や造血幹細胞などの増殖促進、細胞運動性の促進な
どに関与する (伊藤ら , 2009)ことが知られており、さらに骨格筋損傷後の修復にも
関わっている。その発現は動物正常骨格筋においても確認されるが特に骨格筋の
損傷後に mRNA 発現が亢進される (Suzuki et al., 2002)。  
本研究での HGF の発現変動は有意な変化ではなかった (Fold change: 0.51)が、そ
の発現は抑制されており uPA の HGF と発現の動きは一致している。また uPAR と
HGF の発現が共に亢進されていないことは、SkMC への温熱刺激が SkMC 傷害を
起こさなかったことが考えられる。  
また、プラスミノゲンシステム関連因子の本研究での発現変動は、 tPA 発現は
抑制され uPA と同じ傾向が確認されているものの、有意な発現変動ではなかった
(Fold change: 0.51)。また、uPAR は有意な発現変動は確認されず (Fold change: 1.15)、
マイクロアレイ解析プローブに含まれていたが SkMC において発現は確認されな
かった。SkMC における uPA 発現低下は線溶活性の低下の可能性も考えられる。
PAI-1 活性との関連を含めて今後も検証が必要であり、骨格筋をターゲットとす
る温熱刺激時には注意が必要である。  
また、筆者は先行研究 (Nagai, et al., 2015)での suPAR の減少について、その血中
濃度の低下は、uPA の uPAR への結合機会の増加をもたらした可能性を考えたが、
SkMC において uPAR の発現は確認されず、suPAR は骨格筋細胞由来ではないこと
が推測できる。先行研究は生体での検証であるため、温熱刺激の影響は筋組織の
みではなく血管や脂肪、皮下組織など様々な組織へ影響することが考えられ
SkMC 以外での検討が必要である。  
 
５．動脈硬化性心血管疾患に予防的または促進的に関連する因子  
（１）ヌクレオビンディン  
ヌクレオビンディン 2 (nucleobindin 2: NUCB2)は、視床下部室傍核 (PVN)などの
神経核に発現する摂食抑制ペプチドであるネスファチン 1 (Nesfatin-1: Nesf) の前
駆体である (Oh et al., 2006)。NUCB2 は様々な末梢組織や脂肪組織、肝臓、膵臓、
腎臓、脳などに発現 (Shimizu, Tanaka, & Osaki, 2016)しており、マウスの筋におい
ても発現が確認されている (Kim et al., 2014)。  
Nesf および NUCB2 はヒト及びマウスで脂肪細胞から分泌されるアディポサイ
トカインのひとつとして考えられている (Ramanjaneya et al., 2010)。2 型糖尿病患
者においては骨格筋と脂肪組織で NUCB2 発現が増加しており (Guo, Liao, Fang, 
Dong, & Li, 2013)、また、高血糖状態の肥満マウスへの Nesf 投与では有意に血糖
値を量、時間、インスリン依存的に低下させることが報告 (Kim et al., 2014)されて
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いる。さらに、血中の Nesf は高血糖下において末梢組織の脂肪細胞や骨格筋に働
きグルコース取り込みを高めていることも報告 (Shimizu & Osaki, 2014)されてお
り、NUCB2 は細胞内での糖代謝に影響する重要な因子である。  
しかし一方で Nesf は高血糖の刺激をうけて膵島より放出されることや、Nesf
投与群ではインスリン誘導性のグルコース取り込みは脂肪細胞で上昇するが、
IL-6 や骨格筋細胞において糖取り込みは減少したことが報告されている
(Gonzalez et al., 2011)。  
本研究において NUCB2 は SkMC での発現抑制が確認されており、骨格筋にお
ける糖取り込みに影響する可能性は考えられるが、高血糖下ではない健康人にお
いて温熱刺激による NUCB2 発現上昇が骨格筋における糖取り込みをもたらす影
響について検証することが必要であると考える。また、NUCB2 は分泌タンパクで
あり、バイオマーカーとしても期待ができる。  
 
６．バイオマーカーとしての可能性  
バイオマーカーとは、通常の生物学的過程、病理学的過程、もしくは治療的介
入に対する薬理学的応答の指標として客観的に測定され評価される特性であると
定義されている (アメリカ国立衛生研究所 ,2016 )。また、バイオマーカーは生物学
的指標とも言われ、生体あるいは細胞の中の複雑なプロセスを、疾患の診断、疾
患の活動性、治療への反応性、予後などの目的に適合する形で分子や物理化学的
変化を表したものである。指標となる分子や物理化学的変化は、遺伝子、タンパ
ク質、低分子化合物、物理学的変化（形態、温度、圧力、その他）など様々なも
のがなり得る (藤澤 , 2013)。運動習慣や食事による心血管疾患予防や改善の取り組
みに温熱刺激効果を加えることは、温熱刺激による効果を得るだけではなく対象
者が可視化できることによって、継続的な取り組みに繋がるのではないかと考え
る。血液検査や身体検査などの生活習慣病の指標となるデータに変化が起こるま
でには時間がかかる。しかし、今回の温熱刺激によって発現変動のあった因子に
ついては、SkMC ではあるが 20 時間の温熱刺激によって mRNA の発現変動が確
認できている。今後、タンパクレベルの確認などによってバイオマーカーとして
温熱刺激効果を確認するのみならず、特に運動に温熱刺激効果を加えた取り組み
に活用できるのではないかと考える。  
バイオマーカーの条件としては、測定の簡便性、高い再現性、目的に対する高
い感度と特異性が挙げられる。また、バイオマーカーを利用する場合には、測定
方法を理解しどのような病態を反映するものであるかを考えることが重要である
(藤澤 , 2013)。  
本研究では、筋組織に特異的に発現する因子である ADAM12 や小児の筋芽細胞
から分泌が確認されている IGFBP3、血液や尿などでのモニタリングが可能であ
る CLU、骨格筋からの供給が期待できる VEGF、分泌タンパクである NUCB2、PAI-1
などのバイオマーカーとしての可能性が期待できたが、いずれの因子についても
現時点では直ちにバイオマーカーとして確立することはできない。遺伝子レベル
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と放出タンパクレベルの乖離の検証や温熱刺激によって実際に SkMC から分泌さ
れるのか、SkMC からの分泌ではない場合も生体での検証に応用可能であるがそ
の挙動の把握など、今後の検証が必要である。  
 
７．細胞増殖抑制に関わる因子の変化  
マイクロアレイの遺伝子発現変動の結果において、細胞増殖抑制に関わる因子
として考えられたのは、表 6 の通りである。細胞増殖は細胞が細胞分裂によって
増えることである。原核生物および下等真核生物では周囲のアミノ酸、ビタミン、
グルコース、無機塩類などの栄養や温度などの環境条件によって増殖が支配され
る。高等真核生物の増殖では環境条件に加えて増殖因子と呼ばれる因子の存在が
不可欠である (村松 , 2008)。増殖因子は成長因子とも呼ばれ、局所の細胞より産生
されて、そこで自己の細胞あるいは傍細胞に働いて細胞の成長、増殖のみならず、
分化、運動などの各種の作用を引き起こす物質であり、生体の局所において細胞
間のコミュニケーションを図っている。その多くは特異的な受容体を介し標的細
胞の細胞分裂を促進させるペプチドホルモンである (村松 , 2008)。通常は細胞増殖
の過程でも細胞周期制御遺伝子の存在により適切に調整されるが、細胞増殖因子
の発現が抑制された場合や欠損などでは細胞死に繋がる。  
アポトーシスとプログラム細胞死（プログラムされた細胞死）は、ほぼ同一と
考えられており、遺伝子により巧妙に制御された積極的な細胞死で、生体内で最
も重要な役割を担っている細胞死とされている (染田 , 米原 , 2014)。アポトーシス
は個体発生のプログラムデス因子刺激、放射線などによる染色体 DNA の重度の
損傷、異常タンパク質の蓄積などによる重度の小胞体ストレスなど様々な生理的、
病理的要因により誘導される機能的、能動的な細胞死であると定義され (村松 , 
2008)、プログラム細胞死は生理的条件下において特定の時期に特定の細胞で起こ
るように決められている細胞死のことである。本来は個体の発生・分化の過程に
おいて手指や生殖器などの形態形成、神経系のシナプス形成、免疫系における自
己反応性胸腺細胞の除去など、適切な形態形成または組織形成のために生体が遺
伝情報に基づいて行う積極的な細胞死として定義されてきたが、これらの多くは
後に細胞の自発的な死であるアポトーシスの形態をとることが判明して多くは同
一で使用されている。中にはアポトーシスに見られる形態的変化を伴わないプロ
グラム細胞死も含まれるため全く同義ではないが、遺伝子産物により制御される
細胞死という点で両者は共通している (伊藤ら , 2009)。  
本研究では、温熱刺激は SkMC においてアポトーシスやプログラム細胞死に関
連する複数の遺伝子の発現を増加させていることが確認された。本研究で発現が
増加していた Nucleolar protein 3 (apoptosis repressor with CARD domain)（NOL3）
は、アポトーシスを開始させる因子である開始カスパーゼのカスパーゼ 2,やカス
パーゼ  8、腫瘍抑制因子である p53 などの酵素活性を抑制する抗アポトーシスタ
ンパクをコードしている遺伝子 (GenBank®database, 2016)である。また、サイトカ
イン誘導性のアポトーシスを抑制する因子である (GenBank®database, 2016) 
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Cytokine induced apoptosis inhibitor 1（CIAPIN1）の発現増加も確認されている。
一方で、Caspase 4, apoptosis-related cysteine peptidase（CASP4）の発現増加も確認
された。CASP4 はカスパーゼ 4 またはカスパーゼ 11 としても知られており、ア
ポトーシスや細胞の遊走と炎症反応で重要な役割を果たすシステイン (SH 基 )プ
ロテアーゼのメンバーをコードしている (GenBank®database, 2016)。CASP4 にコー
ドされたタンパク質は細菌感染時に大型食細胞による炎症誘発性サイトカインの
生産を調整している (GenBank®database, 2016)。カスパーゼは、何百もの細胞内の
基質を切断するプロテアーゼであり、アポトーシスの刺激によって活性化されア
ポトーシスが実行され、細胞内のゲノム DNA の分解を含むアポトーシスに特異
的な種々の現象に収束する (染田 , 米原 , 2014)。カスパーゼは生細胞内では活性の
極めて低いまたは活性のない前駆体として存在するが、アポトーシスの刺激が入
ると特定のシステイン残基の C 末端側で切断を受け、分子量の大きな断片と小さ
な断片 2 分子ずつからなる活性型に変換される。上流からの刺激を受けて自己活
性化する開始（イニシエーター）カスパーゼ（カスパーゼ 2／8／9／10）と開始
カスパーゼにより直接切断されることにより活性化する実行（エフェクター）カ
スパーゼ（カスパーゼ 3／6／7）に分類される。この活性化された実行カスパー
ゼが様々な細胞内基質を切断することによってアポトーシスが実行される (伊藤
ら , 2009; 染田 , 米原 , 2014)。また、カスパーゼファミリーにはサイトカインの生
成に関わるものも含まれている (伊藤ら , 2009)。   
プログラム細胞死に関連する因子としては、Programmed cell death 6（PDCD6）
の発現上昇が確認されている。PDCD6 は、その遺伝子生産物が T 細胞受容体、
Fas, GC 誘導性のプログラム細胞死へ関与していることが知られている
(GenBank®database, 2016)。また、アポトーシス誘導シグナルを細胞内へ伝達する
細胞表層受容体として生体内で重要な役割を担うデスレセプターの代表的な因子
(GenBank®database, 2016; 福岡 , 米原 , 2014)である Fas cell surface death receptor
（FAS）の発現上昇も認められていた。FAS は TNF 受容体ファミリーに属し細胞
外にシステイン残基に富んだ 3 つの繰り返し構造を持ち、細胞内領域にアポトー
シスの誘導に必要なデスドメインを持つレセプターファミリーの一員である
(GenBank®database, 2016; 福岡 , 米原 , 2014)。デスレセプターとは、TNF ファミリ
ーに属するレセプターファミリーで、細胞内領域にデスドメインを持ち、生理的
なリガンドの作用によってアポトーシス誘導シグナルを細胞内に伝達する細胞表
層レセプターであり、6 種類が知られている。これらに対応するリガンドがデス
リガンドと呼ばれ、デスレセプターはリガンドの刺激を受けることで細胞内領域
においてアダプタータンパクと結合し、カスパーゼ 8 を介して下流にアポトーシ
スのシグナルを伝達する (染田 , 米原 , 2014)。これらの因子は重要なアポトーシス
関連因子であると言えるが、骨格筋における働きは不明である。SkMC 細胞培養
時の細胞数の差からも温熱刺激が SkMC に影響した可能性も考えられるが、アポ
トーシスに働く因子と抗アポトーシスに働く因子の変動が確認されており温熱刺
激によってアポトーシスが誘導されたかどうかは今後の検証が必要である。  
腫瘍抑制因子 p53 は DNA 損傷性ストレス、酸素欠乏、熱ショックなどによっ
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て活性化し損傷細胞を応答させ細胞の増殖停止、ゲノム修復を誘導し、修復不可
能の場合にはアポトーシスやセネセンス（老化）を誘導する中心的な因子で前が
ん細胞の拡大を防ぐことで知られている (井川 , 2014)。本研究でも発現増加が確認
されている。  
また、ASCVD に関連すると考えられた先述の因子においてもアポトーシスな
どと関連していると考えられる因子が含まれていた。発現が増加していたものと
しては、HSPs がある。HSP はシャペロン機能を有しており、HSP70 ファミリー
は JNK をはじめとする複数の MAP キナーゼの活性化を抑制してアポトーシスを
遮断する。アポトーシス経路の中心的な役割を果たすミトコンドリアにおいては、
ミトコンドリアの膜電位の消失と膨化（個体による液体の吸収で化学的変化はな
い）を抑制し、様々なアポトーシス誘導因子の放出を抑制することが知られてい
る (六反 , 2004)。HSP105 はアポトーシスに対し胎児細胞においては促進的に、神
経細胞やがん細胞においては抑制的に作用するなどアポトーシスに関連している
(畑山ら , 2012)。また、INSR と (窪田ら , 2016) IGF1R(伊藤ら , 2009)は、抗アポトー
シス、細胞増殖など様々な作用を持っており、IGF1 は筋芽細胞を刺激して細胞増
殖、分化作用などを発揮する (Grohmann et al., 2005)。WISP1 も SkMC への温熱刺
激によって発現が上昇しており、PI3K と Akt 経路の活性化を通して抗アポトーシ
ス的に働いていると報告 (Maiese, Chong, Shang, & Wang, 2012)されている。  
ASCVD に関連する発現が低下していた因子のうち、ATF6 や HSPA5 は小胞体ス
トレスマーカーであり UPR によるストレス状態の回避ができない場合に細胞は
最終的にアポトーシスを引き起こし死に至る (金本 , 今泉 , 2015; 山口 , 西頭 , 
2014)。HSPs も UPR に関連するが、これらの UPR ストレスマーカーは低下して
おり、温熱刺激によって HSPs などのシャペロン機能の向上やフォールディング
に関わる酵素の活性によって温熱刺激による小胞体ストレスが緩和された可能性
も考えられる。これらのことから、小胞体ストレスによるアポトーシスの可能性
は低いのではないかと考える。しかし、アポトーシス関連因子の発現は温熱刺激
が SkMC にとってストレスとなり誘導された可能性も考えられる。  
今後の課題として、これらの因子が SkMC においてもアポトーシスや SkMC の
増殖抑制をおこしたかどうかの検証が必要であるが、温熱刺激が SkMC や生体組
織においてストレスをもたらし、その効果は生体にとって好ましい影響のみでは
ない可能性を認識する必要がある。さらに本研究で確認された SkMC の培養時の
温度差がこれらの因子によるものであるのか検討をし、生体内での使用における
適切な温度設定などにも活用が期待される。  
 
８．GO 解析  
１）動脈硬化性心血管疾患への影響  
（１）代謝調節に関連する GO 
代謝調節に関与するもの (GO: 0019222)には、身体のあらゆる代謝に関連する遺
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伝子が含まれており、現時点では同じ GO term に 320364 個の遺伝子が登録され
ている (AmiGO2)。同じ GO term が付与されている遺伝子でも、そのプロセスの中
で様々な役割が異なる機能を発揮する。また、GO は階層になっており下位の GO 
term は自動的に上位の GO term も付与される。例えば、GO: 0019222 は regulation 
of metabolic process という GO term であるが、その中には GO: 0009892 negative 
regulation of metabolic process,  GO: 0009893 positive regulation of metabolic 
process, GO: 1905619 regulation of alpha-(1->3)-fucosyltransferase activity, GO: 
0009889 regulation of biosynthetic process, GO: 0009894 regulation of catabolic 
process, GO: 0031323 regulation of cellular metabolic process, GO: 0032350 regulation 
of hormone metabolic process, GO: 0060255 regulation of macromolecule metabolic 
process, GO: 0044246 regulation of multicellular organismal metabolic process, GO: 
0051171 regulation of nitrogen compound metabolic process,GO: 1900908 regulation of 
olefin metabolic process, GO: 0051341 regulation of oxidoreductase activity, GO: 
0080090 regulation of primary metabolic process, GO: 0060263 regulation of 
respiratory burst, GO: 0043455 regulation of secondary metabolic process, GO: 
0030656 regulation of vitamin metabolic process が含まれている。  
本研究においてマイクロアレイプローブに含まれる 5967 個の因子が、GO: 
0019222 に含まれ、303 個において温熱刺激によって変動が確認されている。さら
に、脂肪酸酸化に関与するもの  (GO: 0046320) や細胞成長代謝に関与するもの
(GO: 0008152) も有意な変化があったことが報告されており、骨格筋への温熱刺
激が SkMC 内の代謝経路に複雑に影響したと言える。様々な代謝プロセスに関連
する因子が変動しており、温熱刺激によって細胞活性がもたらされたと考えられ
る。生体内では温熱刺激を受けるのが SkMC のみではないため、さらに複雑に代
謝に影響することが予測される。  
 
（２）HSP 活性調整に関連する GO 
HSP 活性に関連する GO として、GO: 0006986, GO: 0042026 の有意な変動が確
認された。HSP 活性に関連する GO の発現増加は、前述の HSP 機能をより高める
可能性があり、HSP 機能を介した糖代謝の改善等が期待できる。GO: 0006461, GO: 
0061077 は、シャペロン機能調整に関連しており温熱刺激による SkMC のシャペ
ロン機能の向上によるタンパク質の機能維持や向上が期待できる。  
 
（３）マクロファージ活性調節に関連する GO 
GO: 0043030 はマクロファージ活性の頻度や速度調節のプロセスに関与してい
る。GO には positive に関与するもの negative に関与するものも含まれているが、
温熱刺激が SkMC においてマクロファージ活性調節に関連する因子の発現を増加
させ、血中への分泌を介してマクロファージ活性に影響することによって、動脈
硬化への関連が予測される。  
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（４）酵素活性に関連する GO 
本研究では細胞膜状に存在する uPAR や DPP-4 が可溶型として血中に放出され
る場合に、切断に関与する酵素の活性変化の可能性を述べている。本研究の結果
においても、酵素活性に関与すると考えられる因子の発現変動が確認されている
が、 GO 解析では酵素活性の調整に関与するものとして GO: 0050790, GO: 
0043085,GO: 0030234, GO: 0098772 が有意な結果として確認された。酵素活性が
温度により高まることは周知のことであるが、どのくらいの温度にまで耐えられ
るかはその酵素によって異なっており、多くは 60℃程度で変性して失活する
(Lonza., 2016; 林 , 廣野 , 2015)。しかしながら、より低温で失活するものもあれば
100℃程度の環境下でも失活しない酵素も存在する。本研究での SkMC への温熱刺
激は 42℃であり、酵素が変性することは考えにくいが、全ての酵素が活性化され
たかどうかは本研究結果からは言及できない。現時点では、これらの酵素活性に
関連する GOterm は suPAR や DPP-4 の細胞膜上からの切断に関与する酵素かどう
かは不明であるが、SkMC への温熱刺激によって酵素活性に関与する遺伝子発現
が有意に変動していたことは、今後の生体内での検証に向けて留意すべき点であ
る。また、 suPAR などでは SkMC 由来ではないことも想定され、SkMC 以外の細
胞や組織における酵素活性の変化とそれに伴う生体内への影響を検証する必要性
があると考える。  
 
２）細胞増殖抑制に関わる因子  
アポトーシス調整に関与するものとして発現増加のあった遺伝子群と発現低下
のあった遺伝子群において、アポトーシスに関連する GO が多く含まれていた（表
7）。本研究では SkMC の温熱刺激群において筋線維細胞と円形の細胞が観察され
たが、これらの因子が影響した可能性が考えられる。  
 
３）免疫システムに関連する遺伝子  
SkMC への温熱刺激によって発現が増加した因子において、免疫システム調整
に関連する GO: 0002683 が、発現が抑制された因子においても GO: 0002683 が有
意な結果であった。GO: 0002683 は免疫システムのプロセスに対して抑制的な調
節を行う (AmiGO2)が、その GO が発現増加と抑制のどちらにおいても有意に変化
していたことは、それぞれに含まれている遺伝子の種類は異なるものの、 SkMC
への温熱刺激により免疫システムに関わる遺伝子群が大きく変化しているといえ
る。温熱刺激は自然及び獲得免疫系に影響を与えることはよく知られている
(Tomiyama et al., 2015; 安藤 , 2016; 伊藤 , 2013; 水島 , 2012)。今後の生体での検証
時には SkMC 以外の組織も対象となるため、さらに多くの免疫関連因子の変動に
注目す必要がある。  
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９．Pathway 解析  
１）動脈硬化性心血管疾患に影響すると考えられる pathway  
本研究において発現が上昇した遺伝子群の pathway 解析において、ASCVD への
影響が考えられるものとして、脂質合成、AMPK シグナル伝達経路、ビタミン B12 
代謝、インテグリン細胞接着、一酸化窒素代謝などの pathway が確認された。こ
のうち、2 つは ASCVD に対して防御的に働き、2 つは促進的に働くと考えられた。
発現が低下したプローブリストを使用した pathway 解析では、脂肪酸やコレステ
ロールなどの代謝を制御する sterol regulatory element-binding protein (SREBP)シグ
ナル伝達や SREBP に関連したコレステロール代謝やホメオスターシスに関連す
るもの、コレステロール合成に関連するもの、グリコーゲン代謝に関連するもの、
AMPK シグナル伝達経路などが確認された。このうち、3 つは ASCVD に対して
防御的に働くと考えられ、１つは促進的に働くと考えられた。また、脂質合成、
AMPK シグナル伝達経路、インテグリン細胞接着については、発現上昇及び発現
低下の遺伝子群がそれぞれ有意に変動していることが確認されている。これらの
結果から、pathway 解析においても SkMC への温熱刺激が ASCVD に対して総合的
に効果的であると考えられた。  
本研究では脂肪合成に関連する遺伝子群が最も多く有意に発現上昇をしていた
一方で、発現が低下した遺伝子群も有意に含まれていた。脂肪合成とは脂肪変性
または脂肪浸潤のどちらかによる脂肪の生成や、正常な脂肪蓄積や炭水化物ある
いはタンパクの脂肪への転化のことも言う (高久 , 2008)。脂質合成の pathway には、
脂肪前駆細胞から分化脂肪細胞への過程が含まれている。発現上昇が確認された
KLF15 は PPARγ2 を誘導して脂肪細胞へ分化誘導する重要な因子である (森ら , 
2003)。INS や IGF は脂肪前駆細胞が脂肪細胞に分化するための必須の因子である
とされており、分化の過程でインスリンは脂肪の合成系や分解系の酵素の遺伝子
を誘導し、グルコースの取り込みや TG の合成を促進する (村松 , 2008)。本研究の
結果では、 INS や IGF 等の脂肪前駆細胞から脂肪細胞への分化過程における成長
因子は有意な発現変動が認められていなかったが、 INS 作用遺伝子である IRS2
は発現変動が確認されている。脂肪細胞化因子である GH などは発現に有意な変
動はなかった。また、発現増加が確認された retinoic acid receptor-related orphan 
receptor α (RORA) は脂肪細胞への分化過程で発現が増加する因子である。脂肪前
駆細胞から脂肪細胞分化を抑制する CEBPD なども有意な変動があった因子とし
て含まれていた。発現が低下していた MEF2 ファミリーなどは、先述の通り発現
抑制によって糖代謝調節による ASCVD の予防に有効である可能性があり、脂質
代謝制御に関わる sterol regulatory element binding transcription factor 1 (SREBF1)
など、脂質合成の過程における転写因子が抑制されていた。本研究において脂質
合成の pathway に含まれる遺伝子群に有意な変動が確認されているが、脂肪細胞
の分化促進的に働くものと抑制的に働くものが含まれている。本研究では SkMC
における発現変動を確認したが、生体内での検証時には脂肪細胞を含む骨格筋組
織において同様の因子の発現変動があるのかを確認するとともに、脂肪細胞の分
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化に影響するのか確認が必要である。  
発現が低下した遺伝子群の pathway で有意な変化が確認されたものの中に
SREBP シグナル伝達がある。SREBP は膜結合型の脂肪酸合成関連転写因子で脂質
代謝制御の中心的調節因子である (佐藤 , 2008, 2016)。コレステロールは細胞膜の
構成成分としてよく知られているが、その存在量を厳密に制御することは細胞機
能の恒常性維持に不可欠とされ、全ての細胞は複雑な酵素反応を介してコレステ
ロールを合成する。同時に細胞表面の LDL 受容体を介して血液中の LDL を取り
込み、そこからコレステロールを補給する。細胞内のコレステロール量が十分で
ない時には細胞は合成経路に関連する酵素や LDL 受容体の発現を転写レベルで
促進し、コレステロールの合成と取り込みを上昇させる (佐藤 , 2016)。コレステロ
ール代謝の特徴はこのような個々の細胞単位での厳密なネガティブフィードバッ
ク機構が機能していることが挙げられる。このような遺伝子発現の調節因子とし
て SREBP が発見された (中川 , 島野 , 2016)。SREBP のうち、SREBP-1 は主に脂肪
酸の制御に関わり、SREBP シグナル pathway に含まれている SREBP1-c は、脂肪
細胞の分化に伴い発現レベルが上昇し、脂肪組織や肝臓などにおいて脂肪酸合成
酵素の転写調節を司る重要な転写因子である (脇ら , 2008)。 SREBP2 (sterol 
regulatory element binding transcription factor 2)はコレステロール量の増減に伴い
活性化され代謝制御を担っており、特に LDL 受容体発現を介した血清 LDL コレ
ステロール量の調節は重要である (佐藤 , 2016; 中川 , 島野 , 2016)。  
SREBF と、小さなノンコーディング RNA であり遺伝子発現を調節している
micro RNA 33 (miR33)によるコレステロール及び脂質ホメオスターシスに関連す
る pathway も有意に変動が確認されている。哺乳類の SREBP 遺伝子ファミリーは
SREBP1 および SREBP2 をファミリーメンバーに含んでおり、コレステロールと
脂質ホメオスターシスにおいて中心的役割を担っている (Rottiers et al., 2011)。
miR33 は、HDL 合成、コレステロールの逆転輸送で中心的な役割を担い、
ATP-binding cassette transporter 1 (ABCA1)を標的遺伝子のひとつとしており動脈
硬化の進展に関与している (佐藤 , 2008)。ABCA1 は脂肪含量の少ない apoA-Ⅰと結
合して、ATP より産生されたエネルギーにより能動的にフリーコレステロールと
リン脂質を組織から受け取って新生の円盤状 HDLとなる (中島 , 石田 , 2013; 堂前 , 
2013)とともに、細胞内のコレステロールを細胞外へと排出するポンプとして機能
する (中川 , 島野 , 2016)。miR33 は SREBP-2 のイントロン部分に存在し、ABCA1
の発現を負に制御する機構が明らかにされている (Horie et al., 2013; Rayner et al., 
2010)。また、miR33 は SREBF を標的遺伝子のひとつとしていることや SREBP 発
現調節を行っている (Horie et al., 2013)ことが報告されている。生体内におけるコ
レステロールの合成は、アセチル CoA から 30 数段階の酵素反応を介して行われ
る (中川 , 島野 , 2016)。動脈硬化には脂質代謝の異常が重要であるが、脂質の異
化・同化のバランス破綻がその一因となっている (佐藤 , 2008)。これらの pathway
の変化はコレステロールや HDL 代謝への関連を介した動脈硬化の制御に関連し
ている。本研究において、これらの pathway に含まれている複数の遺伝子の発現
低下が確認されている。SkMC への温熱刺激によって、コレステロール代謝や HDL
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代謝に影響を与えている可能性が示唆された。  
AMPK は細胞内のエネルギーを検知するセンサーとして機能し哺乳類の様々な
細胞 内に 存在 し、 運動 時な どに よっ て細 胞内 の adenosine monophosphate 
(AMP)/ATP 比が増加した場合に活性化されるセリン -スレオニンキナーゼである。
(村松 , 2008; 野村 , 小川 , 2016)。セリン -スレオニンキナーゼは細胞膜にある受容
体 3 種類（キナーゼ型受容体、G タンパク質共役受容体、イオンチャンネル型受
容体）のうち、キナーゼ型受容体に含まれる (田村 , 村松 , 2002)。AMPK は、骨格
筋の筋収縮において細胞内の AMP 等の濃度上昇や筋収縮時に ATP が消費される
ことによって、AMPK の活性化を介した情報伝達機構の亢進から GLUT4 の移動
が起こり、インスリン非依存性にグルコース取り込みを触媒している (野村 , 小川 , 
2016; 林 , 廣野 , 2015)。AMPK は骨格筋収縮により活性化され、骨格筋の収縮は
生体内で最大の AMPK の生理的活性剤であると考えられている (Richter & 
Ruderman, 2009)。温熱刺激を受けて HSP72 が AMPK 活性を誘導することによっ
て内臓脂肪の減少などに関与していることも述べられている (Kondo et al., 2016)。
温熱刺激によって AMPK シグナル伝達経路に含まれる遺伝子群の発現が増加し
たことは、骨格筋への温熱刺激が運動と同様に、AMPK 活性を介してインスリン
非依存性のグルコース取り込みを促進させる可能性がある。これらの活性には発
現増加が大きかった HSP72 が関連している可能性がある。個々の遺伝子発現にお
いて、グルコースの取り込みに促進的に働く因子が多く確認されていたが、抑制
的に働く因子の発現増加も確認されていた。また、AMPK シグナル伝達に関与す
る遺伝子群についても発現が有意に上昇していたものや、有意に発現が抑制され
た遺伝子群が含まれている。発現が上昇した遺伝子群には、INSR, LEPR が含まれ
ており、発現が低下した遺伝子群には MEF2B などが含まれていた。  
TNFα は脂肪細胞や骨格筋において INSR、 IRS1 や GLUT4 に対して抑制的に作
用することによりインスリン抵抗性を増悪させ、インスリン抵抗性改善作用を有
する PPARγ の発現を抑制する (林 , 廣野 , 2015)。TNFα は炎症性サイトカインとし
て知られており、急性炎症だけでなく慢性炎症に重要な役割を果たすとされてい
る (吉村 , 2014)。また、TNFα シグナル伝達経路は、アポトーシス誘導シグナルを
細胞内に伝達している (染田 , 米原 , 2014)。また、本研究では、2 つの TGFβ シグ
ナル伝達 pathway において、発現増加群、発現抑制群ともに有意に発現変動が確
認されている。TGFβ ファミリーは生体内において細胞増殖抑制や創傷治癒、が
ん転移、抗炎症サイトカインなどの様々な役割を担っている (吉村 , 2014; 星野 , 宮
園 , 2014)。  
ビタミン B12 にはメチルコバラミンとアデノシルコバラミンの 2 つの補酵素型
があり、核酸合成、炭水化物と脂質の代謝、アミノ酸代謝の補酵素として機能す
る (伊藤ら , 2009; 林 , 廣野 , 2015)。ビタミン B12 は胃粘膜壁細胞から分泌される
内因子（糖タンパク質）と結合し回腸粘膜より受容体を介して吸収される (村松 ,  
2008)。NPY のアンタゴニストである BIIE0246 によってビタミン B12 代謝 pathway
に含まれる遺伝子の発現が有意に増加していたことが HepG2 におい確認されて
おり、ビタミン代謝 pathway の中にはリポタンパク質代謝に関連する因子が含ま
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れ、コレステロール合成の抑制と血中 HDL-C レベルの増加への関与が示唆されて
いる (Kaji et al., 2016a)。  
インテグリンは細胞と細胞外基質との接着や免疫細胞の接着を阻害する抗体の
抗原として同定された。24 種類のインテグリンが確認されており、その多くはコ
ラーゲンやラミニン、フィブロネクチンなどの細胞基質接着因子への様々な接着
特異性を示す (永渕 , 2014; 林 , 廣野 , 2015)。インテグリンを介した細胞接着が動脈
硬化の進展や血栓形成、炎症反応に関連していると言われている (冨山 , 2001)。近
年では細胞増殖、分化、形質発現の制御にも関与している (林 , 廣野 , 2015)。本研
究においては、この pathway において発現が有意に上昇したもの、有意に低下し
たものが含まれている。SkMC への温熱刺激が、インテグリンによる細胞接着機
構に大きく影響することが考えられ、ASCVD 予防への応用に期待ができる。  
一酸化窒素（NO）はガス状のメディエーターで生体内のほとんどの器官や組織
で産生されており、中枢神経系における神経興奮抑制、消化管における運動抑制
などをもたらす (伊藤ら , 2009; 藤井 , 赤池 , 2014)。内皮細胞由来の血管弛緩因子で
もあること (伊藤ら , 2009)や、血圧調整、神経伝達、免疫調整、感染防御など多彩
な機能を発揮している (藤井ら  2014)。  
NO シグナル伝達では cGMP を介する古典的経路が知られているが、血圧調節
や神経細胞の興奮の制御などはこの経路によるものである。感染防御やストレス
応答においては、NO 自身ではなく NO から生じる活性酸素種が重要な役割を果
たしている (藤井ら  2014)。  
グリコーゲンはグルコースが多数結合した炭水化物の貯蔵型である (伊藤ら , 
2009)。インスリンが標的組織に発現する受容体に結合して下流へシグナルが伝達
される際には、骨格筋や肝臓、脂肪細胞において、グリコーゲンの合成促進・分
解抑制などによって糖代謝の制御が行われている (小林 , 植木 , 2014)。  
SkMC への温熱刺激はこれらの ASCVD に関連する pathway に影響を与えたこと
が明らかとなっている。遺伝子は単一で影響するものではなく複数の遺伝子群が
相互に関連しあって機能を発揮する。単一の遺伝子のみの変化だけでなく、関連
する複数の遺伝子群の変化によって生体内で ASCVD 予防に向けて機能できる可
能性が考えられる。  
 
２）その他   
発現上昇が確認された遺伝子群が有意に含まれる pathway の中には、TLR シグ
ナル伝達経路とその調整をする経路、MAPK シグナル伝達経路、アポトーシスに
関連する TNFα シグナル伝達経路、細胞増殖抑制に関連する経路などが含まれて
いた。発現が低下した遺伝子群が有意に含まれる pathway の中には、成長因子や
細胞増殖に関わる pathway が含まれていた。  
TLR は自然免疫応答に関与することが知られている。自然免疫応答は、病原体
の感染を検出し排除するメカニズムとして進化してきた。マウスやヒトの病原体
センサーは 4 つのファミリーから成るが、そのうちのひとつに TLR ファミリーが
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ある。TLR は最初に発見された病原体センサーで、他の病原体センサーが細胞に
局在するのに対して、TLR だけがⅠ型膜貫通タンパク質であり、細胞外、あるい
は細胞外から取り込まれた病原体を、それぞれ細胞表面、エンドリソソームにお
いて認識する。細菌の菌体膜成分や鞭毛タンパク質、拡散に反応し、細胞内シグ
ナル伝達を誘導する (山川 , 三宅 , 2014)。  
MAPK シグナル伝達経路は細胞外の刺激を核内に伝達する重要な経路である。
細胞膜上の受容体によって外界からの刺激を感知し、さらにその受容体の細胞質
側に付随した酵素活性を変化させることによって細胞内のシグナルを生成する。
受容体からの情報は、細胞質内のシグナル伝達経路によって増幅され、細胞核へ
と伝えられる (斎藤 , 2014)。MAPK は、細胞が増殖因子、分化因子や発がんプロモ
ーターなどの外界刺激を受けた時、スレオニンとチロシン残基のリン酸化によっ
て活性化されるセリン -スレオニンキナーゼである。細胞増殖及び分化を制御する
細胞内シグナル伝達の主要経路において重要な役割を果たす (伊藤ら , 2009)。
MAPK はスレオニンとチロシンのリン酸化によって活性化するが、この反応を担
うセリン -スレオニンキナーゼとして MAP キナーゼキナーゼ (MAPK kinase:  
MAPKK) が同定された。MAPKK もリン酸化によって活性化され、この反応を担
うセリン -スレオニンキナーゼを MAPKK キナーゼ (MAPKK kinase: MAPKKK) 
と総称する。これらの 3 種類のキナーゼ分子によって構成される一連の酸化連鎖
反応は MAPK カスケードと呼ばれている。また、この MAPK カスケードの結果、
最終的に活性化される酵素が MAP キナーゼである (伊藤ら , 2009; 斎藤 , 2014)。
MAP キナーゼカスケードは MAPK シグナル伝達経路に含まれるひとつである。
また、現在では MAP キナーゼは細胞増殖、細胞周期および細胞分化・発生の様々
なシグナル伝達系で中心的役割を担うと考えられている (村松 , 2008)。MAPK カス
ケードは古典的 MAP キナーゼカスケードとしても知られており、古典的 MAP キ
ナーゼは、ERK1/2MAP キナーゼと呼ばれ、がん遺伝子産物である Ras や Raf の
下流で機能することが知られている。その他の MAP キナーゼカスケードとして
は、ERK1/2MAP キナーゼの類縁分子として、ストレスやサイトカインで活性化
される JNK/SAPK や p38 等も同定されており、それぞれ独立してキナーゼカスケ
ードを構成するこれらを総称して MAP キナーゼと呼ばれている (伊藤ら , 2009)。
このように、MAPK は細胞が増殖因子、分化因子、発癌プロモーターなどの外界
の刺激を受けた時に活性化される。細胞増殖および分化を制御する細胞内のシグ
ナル伝達の主要経路において重要な役割を果たしている (門脇 , 2004)。  
また、pathway に有意な変動が確認されていた p38MAPK は、MAPK のファミリ
ー分子であり、ストレスやサイトカインで活性化されるストレス応答性 MAP キ
ナーゼとも呼ばれる (斎藤 , 2014; 門脇 , 2004)。骨格筋においてはアディポネクチ
ンの受容体への結合により活性化され、脂肪酸燃焼や糖取込み促進作用を伝達に
関与している (門脇 , 2004)。骨格筋において MAPK やそのファミリーメンバーの
シグナル伝達経路に含まれる遺伝子群の有意な変動が確認されているが、このこ
とは増殖因子などの細胞外刺激が温熱刺激によって SkMC 内で増加したことなど
が推測できる。また、MAPK や p38 MAPK の pathway に関与する遺伝子群の増加
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によって、骨格筋における糖取り込み促進作用等が期待できる。  
オンコスタチン M は IL-6 ファミリーのサイトカインであり、炎症において重
要な役割を果たす。また、細胞増殖や増殖抑制にも関与しており、筋芽細胞にお
いてもその作用を発揮させ、筋が細胞の増殖分化を抑制することや損傷した筋の
再生に関与することが報告されている (Raschke et al., 2013)。  
 
１０．その他  
１）ネットワーク解析  
ネットワーク解析の結果では 1 つのネットワークが有意であった。発現変動が
確認され、ASCVD に影響すると考えられた HSPA1A や CLU、MAP3K8 などが含
まれていた。温熱刺激を受けることにより SkMC 内で、HSPA1A と MAP3K8 との
相互作用、TLR2 による MAP3K8 への調節などの相互作用などを推測することが
できた。このことから、温熱刺激を受けて発現変動のあった因子が、生体内の相
互作用においても影響していると考えられた。pathway 解析と異なるのはどの遺
伝子の影響が強いのかという点であり、ネットワーク解析において確認された因
子は、SkMC への温熱刺激によって発現が増加し、細胞内のネットワークにおい
てより強い影響を発揮する因子であると考えられる。  
しかし、本研究において発現変動があり、ASCVD に関連すると考えられた因
子の多くは、ネットワーク解析において相互作用を示す因子が確認されておらず、
各因子が細胞内でどのような挙動をするのか、今後の検討が必要である。さらに
今後は、遺伝子間のみならずタンパク質相互作用、mRNA 以外の非コード RNA、
代謝産物、エピジェネティクスなどのデータを統合した遺伝子ネットワーク解析
手法の開発が進められており (Araki et al., 2011)、温熱刺激効果の個体全体への影
響を検討することが期待できる。  
 
２）TLR4 の自然免疫活性  
各遺伝子発現の確認においても発現が上昇した因子の中に含まれており
pathway 中にも含まれている。TLR4 シグナル伝達経路は自然免疫との関連が知ら
れている。TLR は細胞外、あるいは細胞外から取り込まれた病原体を、それぞれ
細胞表面、エンドリソソームにおいて認識する。細菌の菌体膜成分や鞭毛タンパ
ク質、拡散に反応し、細胞内シグナル伝達を誘導 (山川 , 三宅 , 2014)しているが、
TLR4 はその中でもマクロファージやマスト細胞に多く発現ており、活性化シグ
ナルの伝達は炎症性サイトカイン産生などの自然免疫応答を誘導している (山川 , 
三宅 , 2014)。これらの自然免疫応答シグナル pathway の有意な発現増加が確認さ
れたことは、生体においても温熱刺激が自然免疫活性に役立てられる可能性が期
待できる。温熱療法においては、免疫活性を目的としたものも報告されている
(Tomiyama et al., 2015; 伊藤 , 2013; 屋比久 , 2012)。  
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３）温熱刺激の抗炎症作用について  
炎症に直接的、間接的に関与する遺伝子発現の変動も確認されているが、現時
点で抗炎症作用が確認されている物質としては、GDF15 や CLU の発現増加が確
認された。また、炎症促進作用が報告されているものでは、ALOXB や PAI-1 の発
現増加が確認されている。しかし、SkMC への温熱刺激では炎症促進物質の低下
は確認されなかった。  
SkMC への温熱刺激によって、さまざまな遺伝子の発現に影響を与えたが、生
体内での検証時には SkMC だけでなく他の細胞や組織にも温熱刺激による遺伝子
発現変動とそれを介したタンパク質の変動などが予測される。どのような炎症関
連物質の変動が起こるのかを生体内で確認することによって、ASCVD などの慢
性炎症にとってどのような作用をもたらすのかを検討することができる。   
 
１１．骨格筋細胞への温熱刺激効果について  
１）動脈硬化性心血管疾患の予防に関して  
本研究結果から、インスリン依存的・非依存的にグルコースの取り込みに関与
する因子やインスリン抵抗性に関連する因子の発現変動が多く確認されており、
SkMC への温熱刺激が糖代謝を中心とした ASCVD の予防に影響を与えることが
推測された。  
近年では、過剰なインスリン作用が寿命短縮や老化の促進、がんやアルツハイ
マー病などの疾患を助長させている可能性が指摘され、インスリン抵抗性が臓器
によって不均一に存在していると言われている (窪田ら , 2016)。ASCVD の中心的
なリスク病態である肥満や糖尿病において、インスリン抵抗性への介入は重要視
(Zhang et al., 2017; 近藤 , 山西 , 野田 , 2008a; 窪田ら , 2016)されている。本研究で
は骨格筋においてインスリン抵抗性改善に関与すると考えられる因子である
HSPA1A/HSPA1B, CLU, SESN, HSP105/110, CTRP1, SLN, LEPR, INSR, THRA, 
KLF15, IGF1R, HRH1, IRS2 の発現増加が確認された。また、その発現低下がイン
スリン抵抗性改善に関与すると考えられた因子である、HSPA5, HB-EGF が確認さ
れている。先行研究 (Nagai, et al., 2015)において糖代謝に関連する指標においては
有意な変化が見られなかったが、SkMC への温熱刺激では、GLUT4 の発現や原形
質膜輸送などの働きを強めるなどグルコースの取り込みを促す因子のほかに
HSP60 やアンギオテンシノーゲンなどインスリン刺激によるグルコースの取り込
みを抑制する因子の両者に発現変動があった。これらが結果として、先行研究
(Nagai, et al., 2015)において、糖代謝に関する指標に変化がなかったことの要因の
一つとして挙げられ、温熱刺激が糖代謝に影響を与えなかったのではなく、糖代
謝に影響を与えていたが生体における総合的な結果として見かけ上変動しなかっ
たことが考えられる。しかし、本研究の結果ではインスリン抵抗性を改善する因
子と促進させる因子の比率は大きく異なっており、圧倒的にインスリン抵抗性改
善に働く因子が多いと言える。今後はインスリン抵抗性の評価方法を含めた検証
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や、SkMC 以外の組織との相互作用など生体の複雑な代謝の評価も必要であると
考える。  
本研究の結果では、インスリン抵抗性の改善に関連すると考えられる因子以外
にも、ASCVD に防御的に働く因子が複数確認されている。温熱刺激によって発
現増加が確認され ASCVD に影響すると考えられた上位 10 因子のうち 9 つが
ASCVD に防御的に働くと考えられ、発現低下が確認され ASCVD に影響すると考
えられた上位 10 因子のうち 6 つは、発現が低下することで ASCVD に対して防御
的に機能すると考えられた因子である。少なくとも SkMC において温熱刺激は
ASCVD に対して防御的に働いており、温熱刺激が ASCVD 予防に効果的であると
言える。  
 一方で、動脈硬化に促進的に働くと可能性があると考えられた、ALOX15, 
VEGFA, SERPINE の発現増加が確認されており、温熱刺激が必ずしも好影響だけ
ではないことが言えるが、動脈硬化の促進的因子である IGFBP3 や IGFBP1 の発
現低下も確認されており、今後の in vivo における検証が必要であると考えられる。
しかし、SkMC においては、総合的に判断して温熱刺激によって ASCVD の予防
に繋がる変化が起こったものと考えられる。  
また、本研究では HSPs の発現変動が特に大きく確認されている。HSPs の機能
については先述の通りであるが、HSPs は増加することによって様々な効果を得る
ことができ、副作用もない。HSPs は分泌タンパクではないが、HSPs はほとんど
全ての細胞に含まれているため、局所の温熱による効果で全身温の上昇など、影
響が全身に及ぶことによって、そこでの HSPs の増加も期待でき、全身的な生体
防御機能の向上や疾患の予防に役立つ。HSPs を増加させる方法として HSP 入浴
法や大型の装置が必要となるマイルド加温療法などが健康を守る予防医学的方法
として報告 (伊藤 , 2013, 2014)されている。2 型糖尿病者において微弱電流と温熱
刺激によって HSP72 を増加させた場合では、食事や運動などの生活習慣の変更を
しなくとも、内臓脂肪蓄積や糖コントロール、インスリン抵抗性、慢性炎症、腎
機能などが改善していることが報告されている (Kondo et al., 2016)。本研究におい
ても、HSP72 は最も発現増加が確認された因子であり、温熱刺激によって HSPs
の増加から ASCVD の予防効果が大きく期待できる。  
本研究において、温熱刺激によって SkMC で発現変動が確認された遺伝子には、
現時点で報告がなされていないものも多く含まれている。そのため、メカニズム
は不明な点も多いが、SkMC への温熱刺激によって、遺伝子発現に変動が確認さ
れたということは新たな点である。糖尿病への効果についても温熱刺激によって
増加した HSPs などの報告は確認できるが、その他の因子や発現変動のあった因
子の相互作用などによって ASCVD の予防が期待できる可能性があるという点に
ついても新たな点として考えることができる。  
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２）先行研究の結果に関して  
（１）アディポネクチンの血中濃度への影響について  
脂肪細胞からのアディポネクチン分泌抑制に関与すると考えられている因子の
DPP-4 は本研究において発現が抑制されており、骨格筋から分泌された DPP-4 が
脂肪細胞に作用して脂肪細胞におけるアディポネクチン分泌抑制が緩和されるこ
とや血中でアディポネクチンを分解する作用が弱まったことにより、血中アディ
ポネクチン濃度を上昇させた可能性が考えられた。本研究では ELISA によって
SkMC から DPP-4 が分泌されるのか確認したが、温熱刺激によって遺伝子発現は
減少したが DPP-4 の分泌濃度は高くなっており、遺伝子発現の減少によって分泌
DPP-4 の減少からアディポネクチン産生を増加させた可能性は否定される。また、
DPP-4 は脂肪細胞からのアディポネクチン分泌を抑制させる (Sahebkar et al., 
2016)が、脂肪細胞への温熱刺激による DPP-4 の挙動に関する報告はなく、先行
研究におけるアディポネクチン増加に関しては今後も検証が必要である。  
アディポネクチンパラログとして知られ (Wong et al., 2008; 大橋 , 大内 , 2015)、
新しいアディポカインである CTRP1 (Xin et al., 2014)も、本研究において発現増
加が確認されたが、骨格筋細胞由来の CTRP1 が血中に放出されて脂肪細胞を抑制
する可能性があるのかは現時点では報告が見当たらず不明である。また、CTRP1
が骨格筋における AdipoR と結合したことによって血中のアディポネクチンが上
昇した可能性も考えられるが、本研究では証明できないため、今後の検討が必要
である。  
また、本研究では活性酸素種に影響を与える因子の発現増加も確認されている。
アディポネクチンの血中濃度は全身の酸化ストレス指標と逆相関を示し (Okauchi 
et al., 2011)、培養脂肪細胞に活性酸素種を加えることによって、アディポネクチ
ン産生が抑制されるとの報告 (Furukawa et al., 2004)がある。発現増加が確認され
た GDF15 は、骨格筋から分泌されて脂肪組織に作用すると考えられているが、骨
格筋で発現した GDF15 が血中に分泌されるのかどうかも検討されておらずその
メカニズムは明らかにされていない (Ost et al., 2016)。しかし、推測として非常に
強い運動による細胞ストレスは骨格筋から血中に GDF15 放出をもたらすのでは
ないかと考えられており (Ost et al., 2016)、アディポネクチン産生に影響を与えた
可能性も考えられたが、現時点では骨格筋より分泌される機構があるのか、分泌
された GDF15 がどのように脂肪細胞まで運搬され脂肪細胞に働きかけるのか、ど
のように受容体が存在しているのか、脂肪細胞に働きかけたと仮定して、それが
アディポネクチン産生に関与するのかなどは不明であり、今後の検討が必要であ
る。本研究では温熱刺激によるアディポネクチン受容体の発現変動は、
ADIPOR1(Fold change: 1.18)、ADIPOR2((Fold change: 0.98)であり、有意な変化は
確認されなかった。筆者の先行研究 (Nagai, et al., 2015)では、ADIPOR の発現低下
による血中アディポネクチン濃度上昇も考えられたが、この可能性は否定される。
ADIPOR の発現変動はないがアディポネクチンの血中濃度が上昇したことについ
て受容体への結合能力の低下については否定できない。  
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本研究の遺伝子発現変動ではアディポネクチン値の変動を説明できないが、保
健指導による介入で体重減少が観察された先行研究 (瀬古 , 中村 , 2010)において
は、生活習慣介入後の非介入観察期間である 12 か月後であっても血中アディポネ
クチン濃度が有意に上昇していたことが報告されており、温熱刺激を与えた後の
長期的な観察も必要であると考えられる。  
 
（２）血中 suPAR 濃度への影響について  
本研究において発現変動のあった遺伝子の中に、PLAU の発現低下などが含まれ
ていた。suPAR の血中濃度低下は、uPA の uPAR への結合機会の増加をもたらし
た可能性を考えたが、SkMC において uPAR の発現変動は確認されておらず、suPAR
は骨格筋細胞由来ではないことが推測された。  
また、レプチンの血中濃度は男性に比べて閉経前女性では 4 倍も高くなってい
ることが報告されており、男女における身体構成内容比率の異なることが影響し
ていると考えられている (Garaulet, Perex-Llamas, Fuente, Zamora, & Tebar, 2000)。  
糖代謝、脂質代謝においても男女では異なり、身体構成比率の違いと性ホルモン
の影響が報告されているが  (Lundsgaard & Kiens, 2014)、suPAR においても白血球
数、TNF-α、脂肪分布、インスリン感受性、インスリン分泌、プロインスリン分
泌、耐糖能、脂質異常などと関連していることが HIV 患者において確認されてい
る (Andersen et al., 2008)ことなどから、性差の影響を受けていた可能性がある。  
本研究において、ASCVD に影響すると考えられる因子が複数確認されたが、
これらの因子は糖代謝、脂質代謝に重要な役割を果たしており、これらの因子を
介した suPAR への影響の可能性を考えることができる。先行研究は生体での検証
であるため、温熱刺激の影響は筋組織のみではなく血管や脂肪、皮下組織など様々
な組織に影響することが考えられ SkMC 以外での検討が必要であり、本研究にお
いては suPAR 血中濃度に影響する因子を特定することができなかった。今後は、
PLAU や線溶に関連する PAI-1 や動脈硬化に関連する因子を含めて、どのように
ASCVD の予防に役立てられるかを検証する。  
 
１２．ASCVD リスクを持つ対象者または予防への応用に向けた今後の課題  
本研究では、先述の通り少なくとも SkMC における温熱刺激効果は ASCVD 予
防に有効であると考えられた。今後、生体において総合的にどのような挙動が確
認できるのか、さらなる検討が必要である。温熱刺激を活用する場合に、ASCVD
予防を目的とした先行研究は見当たらない。  
本研究では SkMC への温熱刺激によって、インスリン抵抗性改善や ASCVD に
防御的に働く因子の変動が複数確認されており、その発現変動の大きさなどから
総合的に判断した場合、ASCVD に対して予防的な効果が期待できる。近年深刻
な健康問題となっている ASCVD を予防することは、個人の QOL や医療全般に貢
献できるものである。その効果的な方法として温熱刺激効果による ASCVD の予
防を検討することは、有益であると考える。今後は、温熱刺激効果のさらなるメ
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カニズムの解明と臨床効果の証明、ASCVD の予防のために、どのように活用す
るのか、生活習慣の見直しなどと併せてどのように介入するのが効果的であるの
かを検討し、ASCVD の予防に関わる研究に繋げるために検討を続けることが必
要であると考える。  
図 26 に ASCVD リスクを持つ対象者または予防への応用に向けた今後の課題を
まとめた。  
 
１） 生体における検証の課題  
（１）ASCVD 予防効果の検証と負荷温度と負荷時間  
本研究は in vitro で SkMC を対象としているため、生体での条件より、温度や
時間は遺伝子発現にとって十分な変化をより強調できると考えられる条件で検討
した。そのため、生体においては、先行研究（表 1、表 2）で多く報告がなされて
いる 38℃～40℃で 5～8 時間の範囲で、6 か月程度の温熱刺激を実施し、ASCVD
に関連する動脈硬化度などの生理学的指標や血液検査結果などの生化学的指標の
値を検証することにより、ASCVD 予防効果を検証することが必要である。これ
らにより、より実践的に温熱刺激効果を ASCVD の予防に活用することが可能か
どうかを検証することができるものと考える。  
その際には、生体内において低温熱傷などを引き起こさずに使用できるか、器
具の選定や使用方法、温度を含めて今後の検討が必要である。生体においては温
熱器具の貼用温度と骨格筋などの生体内部で各組織へ作用する温度には乖離があ
るものと考えられ、ASCVD 予防効果と併せて検証していく必要がある。  
また、HSPs などのように温度変化が重要となる遺伝子も存在しており、本研究
結果は 42℃という負荷温度により得られたものであるのか、温度差による影響で
あるのかを検証することも、より安全性を確保するためには必要である。さらに、
生体においてどのような条件で温熱刺激効果を得ることができるのかを検討する
場合には、本研究で発現変動の大きかった HSPs の変化を指標とすることも可能
であると考える。HSPs は血液サンプルの使用により測定できるため、生体におけ
る温熱効果の指標として活用することができ、温度や時間などの条件を検討する
際に役立てられるものと考える。  
 
（２）温熱刺激による ASCVD 予防効果の評価指標  
生体において温熱刺激による ASCVD 予防効果があったのかどうかを確認する
指標として、まずは動脈硬化度の測定が必要であると考える。動脈硬化度の測定
では、非侵襲的な方法として加速度脈波測定や血圧脈波測定などがある。加速度
脈波測定では、動脈硬化に陥った血管の特徴である血管壁が硬い、厚い、血管内
腔が狭い、の 3 要素を活用して、大動脈起始部から伝導していく脈波を読み取り
全身の血管の状態を確認する (池谷 , 2004; 高沢 , 2004; Takazawa, K. Tanaka, N. 
Takeda, K. Kurosu, F. Ibukiyama, C. 1995)。血圧脈波測定では心臓から駆出される
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血液の衝撃によって生じる脈波が動脈壁を末梢へと伝播する脈波速度を測定する
(富山 , 山科 , 2004) 。これらの結果から、長期間に渡る温熱刺激効果による ASCVD
予防への効果を検査データとして確認することが可能であると考える。  
また、ASCVD 予防効果を検証するためには、インスリン抵抗性の指標も重要
である。インスリンが作用する臓器においてインスリン感受性が低下し、インス
リン作用が十分に発揮できない状態をインスリン抵抗性があると定義されている
(羽入 , 三井田 , 2012)。インスリン抵抗性の測定方法には、インスリンを投与して
測定する直接的測定法と血中ブドウ糖濃度とインスリン濃度を数学的モデルにあ
てはめてインスリン抵抗性を計算する間接的測定法がある (羽入 , 三井田 , 2012)。
筆者らの先行研究 (Nagai, et al., 2015)においては、間接的測定法の HOMA-IR を使
用している。HOMA-IR は、glucose clump 法の結果より求められた数式モデルで、
日常診療において最も一般的に用いられている。しかし、空腹時採血が必要なこ
と、インスリン注射使用患者では適用不可、空腹時血糖上昇例では正確なインス
リン抵抗性を反映しない、2 型糖尿病に多いインスリン分泌能低下例では使用困
難、肝臓以外の臓器のインスリン抵抗性を反映しないなどの問題点が指摘されて
いる (羽入 , 三井田 , 2012)。直接的測定法は再現性が良く信頼性が高いが、侵襲性
が高く煩雑で時間と費用もかかり日常的に使用するには困難であること、間接的
測定法は簡便であるが、再現性に問題があることなどから、近年ではインスリン
抵抗性を反映する血中バイオマーカーが多数報告されている (羽入 , 三井田 , 
2012)。  
先行研究において、HOMA-IR を使用したインスリン抵抗性に有意な変化はな
かったが、本研究では発現変動の大きかった遺伝子にはインスリン抵抗性に影響
するものが多く含まれていた。その中のひとつである PAI-1 はアディポサイトカ
インのひとつでインスリン抵抗性の指標としての可能性が指摘されている (羽入  
修 , 三井田 , 2012)が、本研究では骨格筋においても発現変動が確認されている。  
今後は、温熱刺激効果の糖代謝への影響を明らかにするために、SkMC におい
て変動が確認されたインスリン抵抗性に関連する複数の遺伝子やタンパクが生体
内でどのように変化しているのかを観察するとともに、温熱刺激のターゲットで
ある骨格筋におけるインスリン抵抗性を反映した評価方法について調査する必要
がある。  
 
（３）効果の継続性  
温熱刺激効果の持続については、現時点では明確に述べることができない。環
境によって起こる遺伝子への影響であるエピジェネティクな現象 (井倉 , 西田 , 榊
原 , 2016)が細胞分裂後も継続されることは知られている (中野 , 2016)。エピジェネ
ティクスは、DNA の塩基配列に依存せず細胞分裂を通じて継承される生物情報等
とされ (Wolffe & Matzke, 1999)、具体的には DNA メチル化やヒストン修飾パター
ンなどとされている (井倉ら , 2016)。温熱刺激は、塩基配列に依存せずに mRNA
発現パターンを変化させることは本研究においても確認されており、将来的には
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これらの活用の可能性が期待できるが、その影響がどの程度継続するのかは、各
因子や様々な条件により異なると考えられる。また、そのエピジェネティックな
変化が個人によりどの程度異なるのかはその膨大かつ現象の複雑さから未解明で
ある (中野  2016)。  
本研究で発現増加が確認された VEGFA は、骨格筋における運動刺激などで血
管新生を誘導する (Levy et al., 1995)が、骨格筋への 10 週間のマッサージで VEGFA
の mRNA 発現が増加し骨格筋組織中のタンパクレベルが増加し、この発現変化は
5 週間後でも継続していたことが報告されている (Andrzejewski et al., 2015)。また、
運動の糖代謝へのポジティブな影響は運動終了後も継続し、運動後数時間以上に
渡りインスリン感受性が高まっていることが報告 (Richter, Garetto, Goodman, & 
Ruderman, 1982)されているが、そのメカニズムは解明されていない (坂本 , 2014)。
運動後 12 時間の骨格筋では糖の取り込み亢進が確認され、それにはインスリン反
応の向上によるものであることが示唆されている (Hamrin et al., 2011)。  
このように、運動やマッサージなどの刺激を受けての変化は報告がなされてい
る。温熱刺激による mRNA 発現変化の継続期間の報告は見当たらないが、本研究
では糖代謝に関連する因子の発現変動が多く確認されており、抗糖尿病作用の継
続が期待できる。各因子における変化の継続する期間は異なるものと考えられる
が、生体において ASCVD 関連指標などへの影響を検証する必要がある。また、
温熱刺激の効果は、加齢による中枢神経系、感覚器系、循環器系の変化と更年期
障害によるホルモンバランスと自律神経系への影響や基礎疾患などによっても温
熱刺激効果には変動があると考えられる。  
 
（４）温熱刺激範囲  
本研究では、骨格筋という局所への温熱刺激を想定した。全身に温熱刺激を与
える糖尿病の治療に関する報告 (Kondo et al., 2016)や入浴によって HSP を増加さ
せる方法の報告 (伊藤 , 2013, 2014)などがあるが、装置を必要とすることや方法の
煩雑性などにより取り組みにくさの問題がある。予防の段階で治療に使用される
装置を使用することはできない。臨床では全身加温や温水浴などよりも、局所的
な方法がより実用性が高いことも報告 (中野ら , 2007)されている。また、日常的な
入浴によって mRNA の発現がどのように変化するのかという報告は見当たらな
いが、入浴は全身への影響であり、本研究の結果とは異なるものであることが推
測できる。本研究で検証したことは SkMC への温熱刺激効果であり、その中で
ASCVD への予防効果の可能性が確認できたことを応用するには、生体において
も骨格筋をターゲットとした介入方法の検証が必要である。しかし、将来的には
全身への温熱効果による ASCVD 予防効果についても検証することにより、
ASCVD 予防の相乗効果なども期待できるのではないかと考える。  
 
（５）骨格筋組織の構成による影響  
骨格筋組織は、筋線維とも呼ばれる細長い多核の筋細胞、筋線維を取り巻く血
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管系の内皮細胞、血管平滑筋細胞、おのおのの筋線維に接続する運動ニューロン、
筋損傷からの再生時に活性化する成体幹細胞である筋衛星細胞を主な構成細胞と
している (清水 , 田中 , 2016)。また、糖代謝、脂質代謝においても、身体構成比率
と性ホルモンの影響により男女では異なることが報告されている (Lundsgaard & 
Kiens, 2014)。  
また、様々な刺激によって筋線維のタイプの組成が変化することも知られてお
り、継続した有酸素運動ではⅠ型やⅡA 型線維の割合が増加し、2 型糖尿病ではⅡB
型線維の割合が高くなり、Ⅰ型やⅡA 型線維の割合が低くなることが知られている
(亀井 , 小川 , 2015)。ラットのヒラメ筋における温熱刺激を筋線維タイプ別に検討
した先行研究 (Okita et al., 2004)では、ヒラメ筋のタイプⅠ・Ⅱ線維はともに温熱刺
激（42℃の温水、1 日 1 時間を 1 週間）によって HSP70 が発現し、タンパク質の
合成・分解能に影響を及ぼしていることが示唆されている。本研究で発現変動が
確認された SLN は、骨格筋における病態生理学的な機能はまだ明らかではない
(Babu et al., 2007; MacLennan et al., 2002)が、ヒトを含めた大型哺乳動物のⅠ型線
維とⅡ型線維に豊富に含まれていること、SLN の発現誘導がないことによって食
餌性の肥満が増加し、SLN 過剰発現で食餌性の体重増加が抑制されることが報告
されている (Maurya & Periasamy, 2015)。さらに、発現抑制が糖代謝を中心とする
ASCVD の予防に有効であると考えられた MEF2C は、ノックアウトマウスではⅠ
型線維数が有意に減少しており、筋線維タイプのコントロールにも関与している
ことが述べられている (Anderson et al., 2015)。MEF2C は筋細胞の分化決定因子で
ある MyoD などの発現が誘導される筋節 (村松 , 2008)においての遺伝子発現も調
節している (Anderson et al., 2015)。食事誘導性の肥満に対してⅠ型線維は基礎代謝
量が高いことなどから抵抗的に働き、Ⅱ型線維の増加ではグルコース代謝に良い
影響をもたらし肥満マウスにおいて体重や脂肪量を減少させると言われている
(Izumiya et al., 2008)。マウスの運動後の HSP60 の発現亢進は特にⅠ型線維と血中
で増加していることも報告されている (Barone et al., 2016)。  
このように、Ⅰ型線維・Ⅱ型線維ともに増加または機能が向上することで ASCVD
に防衛的な作用を発揮することが報告されている。本研究で使用した SkMC は、
18 週齢の胎児から採取した細胞であった。筋線維への分化が開始されるのは 20
週齢頃からであり (Katsuta et al., 1989)、筋線維タイプは特定できないが、どちら
の筋線維が多く影響を受けたとしても、ASCVD の予防に対して好影響が期待で
きる。今後の検証では筋線維の比率なども検討することによって、個別的にその
目的や使用部位を選定することなどによって、効果的な働きかけができる可能性
も考えられる。  
 
２）ASCVD リスク疾患を想定した骨格筋細胞による検証  
SkMC における遺伝子発現変動が同様に疾患環境下での骨格筋細胞や、筋疾患
や筋萎縮のある場合においても確認できるかどうかは不明である。そのため、本
研究の結果からは、ASCVD 治療中の対象者については、現時点では温熱刺激を
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活用することができるのかどうか、述べることができない。多くの人は加齢とと
もに ASCVD リスク状態にあることが予測され、これらの人への安全性について
も実施可能かどうかということを検討する必要がある。  
本研究において発現増加が確認された THBS1 においては、骨格筋の線維化を促
進している可能性が示唆されている (Inoue et al., 2013)、動脈硬化促進に関与して
いることが考えられた因子であるが、サルコペニアなどの加齢による骨格筋の減
少時においても骨格筋の線維化も確認 (Brack et al., 2007)されており、THBS1 が関
与している可能性も否定できないことから、特に高齢者の骨格筋への温熱刺激に
関しては慎重に検討する必要があると考えられた。PAI-1 では高インスリン血症
におけるインスリンの刺激を受けて、骨格筋からの分泌が増加することから (Yoon 
et al., 2009)、筋の萎縮や高血糖、高インスリン血症などの環境下にある場合には
筋再生の阻害やフィブリン溶解抑制による血栓形成などに影響する可能性が考え
られる。SkMC が HSP60 の刺激を受けた場合は、サイトカインの分泌が促進され
てインスリン抵抗性促進的に作用する可能性があり、肥満者への骨格筋組織への
温熱刺激負荷には注意が必要である。このように、温熱刺激効果を利用する場合
は、疾患の有無や骨格筋の状態などにも留意する必要がある。  
また、骨格筋内に形成される異所性脂肪の影響も考えられる。生体内において
脂質は脂肪組織の脂肪細胞に主に蓄えられる。しかし、様々な病的環境下におい
て脂肪組織以外の組織に脂肪が蓄積することがあり、これを異所性脂肪という。
異所性脂肪の見られる主な組織は骨格筋や肝臓である。骨格筋に見られる異所性
脂肪はその出現様式から、筋線維内脂肪滴と筋線維間脂肪細胞に分けられる。筋
線維内脂肪滴の蓄積は肥満や 2 型糖尿病、老化骨格筋などにおいて認められる。
筋線維内脂肪滴の蓄積の程度はインスリン感受性と逆相関を示し、インスリン抵
抗性の予測因子になること、高脂肪食の摂取や血中遊離脂肪酸の上昇によって増
加することが知られている。また、ミトコンドリア機能低下による β 酸化能の低
下も関連することが知られている (上住 , 土田 , 2011)。  また、骨格筋内脂肪も量
ではなく脂肪構成成分の質がインスリン抵抗性を規定すると言われている (亀井 , 
小川 , 2015)。  
生体内での検証時には、骨格筋部位に貼付をしたとしても、骨格筋内の異所性
脂肪や温熱刺激部位の血管で温められた血液の存在など、脂肪細胞へ影響する可
能性が考えられる。その分布状況によっては対象者の限定が必要な場合もある。  
このように、骨格筋細胞以外からも温熱刺激によって様々な反応が予測されるが、
生体内で起きた反応についてはどこに由来するのかを検証する必要がある。  
また、温熱効果による代謝への影響は副作用がないと考えられている (屋比久 , 
2012)が、上記の通り本研究においては発現変動のあった各遺伝子で温熱刺激効果
を用いることに注意すべきと考えられる場合もあった。今後はより実践で用いら
れている方法と条件を近づけた実験により、分子的背景を確認し効果や安全性を
検証する必要がある。  
 
 
 123 
 
 
図  26 ASCVD リスク疾患を持つ対象者への応用の可能性  
 
３）遺伝情報活用への寄与  
 本研究では糖取り込みやインスリン抵抗性に関連する因子の発現変動が多く確
認された。また、本研究で発現変動が確認された INSR や IRS、LEPR などの遺伝
子多型がインスリン抵抗性に影響を及ぼすことが知られており (羽入 , 三井田 , 
2012)、本研究で予防的因子として発現が増加した CEBPD では、日本人における
一塩基多型  (single nucleotide polymorphism: SNP) の違いによる脂質異常症にお
ける代謝表現型への影響も示唆  (Kaji et al., 2008)されている。SNPs は DNA 塩基
配列の約 500-1000塩基に 1か所の割合で発見されており、ゲノム上には 300万 -600
万個存在すると推定されている (坂巻 , 乾 , 2003)。また、ある集団の 1%以上を占
める一塩基置換が存在するとき、これを「変異」とはせず「多型」とみなされて
いる (小林 , 2016; 武村 , 2013)。また、SNPs は塩基置換によるプロモーター活性の
変化や mRNA の構造変化などにより、タンパク質の質的・量的変化に関与して個
人の体質を決定していると考えられている (坂巻 , 乾 , 2003; 門脇 , 2016)。  
遺伝情報に基づいたアプローチはコストも下がりつつあり、1 人分の全ゲノム
解読の費用が現在では 20 万円以下 (藤本 , 2014) 、1000 ドル以下になる日も近い
と言われ (三河 , 稲垣 , 近藤 , 2015; 小林 , 2016)、1 日で検査をすることも可能 (小林 , 
2016)で日常的に臨床で使用されている。看護が働きかける「人間」と「環境」の
うち、「人間」にはゲノム情報も含まれ、遺伝情報の活用によってその人の健康状
態をよりよくする役割は重要であるとされており (Hirosaki et al., 2013; Calzone et 
al., 2013; 安藤 , 塚原 , 溝口 , 2014)、今後、多くの人々が自身の遺伝情報を管理す
る状況になった場合には、これらの遺伝子の多型情報と温熱感受性などを検討し
て、個人による温熱刺激の感受性と遺伝子多型による体質とを組み合わせて
ASCVD 予防に活用できる可能性がある。  
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１３．看護への示唆  
 私共の先行研究及び本研究結果より、骨格筋を中心とした温熱刺激により
ASCVD 予防に貢献できる可能性が示唆された。生体においては、直接的に遺伝
子発現変動を確認したり、温熱刺激効果について単一の遺伝子の影響を捉えるこ
とは困難ではあるが、本研究で発現変動が確認された各々の遺伝子については、
各先行研究によって in vitro および in vivo における ASCVD への影響が報告され
ており、リスク疾患を抱える生体における検討で、温熱刺激によって endpoint と
しての動脈硬化指標の改善や surrogate marker である糖・脂質代謝指標の改善が確
認されれば、ASCVD 予防に温熱刺激の活用が期待できる。  
ASCVD 予防に温熱刺激を活用できる場合には、その対象者は幅広い年齢層と
なり、健康者から ASCVD リスク状態にある高血圧や糖尿病、脂質異常症などを
持つ者などが想定できる。これらの ASCVD リスク状態にある者のうち、薬物療
法の適応とならず、もしくは厳格な薬物療法が適応とならない高齢者などで生活
習慣の是正が困難な場合は発症予防を目指した活用の可能性がある。  
本研究においては、INSR をはじめとして糖取り込み促進に関与する因子が多く
確認されており、生体において総合的にもこれらの影響があることが予測され、2
型糖尿病の予防や是正には有利に働く可能性がある一方で、低血糖をもたらす可
能性のある薬物治療がなされている場合では、低血糖リスクを高める恐れがある
ので併用は避けるべきと考える。  
また、後期高齢者においては、糖尿病では加齢に伴う重症低血糖の危険性から
薬物療法の適応から除外される場合もあり (高齢者糖尿病の治療向上のための日
本糖尿病学会と日本老年医学会の合同委員会 , 2016)、ASCVD 発症予防に温熱刺激
効果を活用することが期待できる。さらに、サルコペニアなどの加齢による骨格
筋の減少時における骨格筋の線維化や筋萎縮などがある場合には、細胞増殖抑制
的ないしアポトーシス誘導的に機能すると考えられる遺伝子発現の変動から、温
熱刺激の活用は慎重になるべきであるという結果であった。しかし、ラットのヒ
ラメ筋においては、温熱負荷によって HSP70 の発現増加によりⅠ型・Ⅱ型線維と
もに廃用性筋委縮の進行抑制効果があること (Okita et al., 2004)や、HSP72 の高発
現による運動ができない者（重度の肥満や筋ジストロフィー患者など）への効果
的な介入の可能性も示唆されている (Henstridge et al., 2014)。HSP70 および HSP72 
は本研究において HSPA1A として、著明に発現増加が確認された因子であり、高
齢者への温熱刺激効果の活用については、今後、生体において検証すべき点であ
る。これらの結果は、看護職が ASCVD 予防に温熱刺激という介入を取り入れる
うえで役立てられるものと考える。  
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第Ⅵ章  結論  
 
本研究では、ASCVD の予防に役立てることを目的として、SkMC への温熱刺激
による遺伝子発現変動を検証した結果、以下の点が明らかとなった。  
 
１．SkMC への温熱刺激は多くの遺伝子に発現変動をもたらす。抗糖尿病作用が  
期待できる因子として、HSPA1A/HSPA1B、HSP105/110、CLU、CTRP1、SESN3、
INSR、GDF15、SLN、LEPR、KLF15、 IGF1R などが考えられた。また、SkMC
に温熱刺激を与えて有意な発現低下した因子のうち、DPP-4、LIPG、MEF2C、
IGFBP3 などは発現抑制が ASCVD 予防に有益であると考えられた。これらは、
インスリン依存的・非依存的にインスリン抵抗性に関与し、SkMC への温熱刺
激が糖代謝を中心に影響を与える可能性がある。  
 
２．動脈硬化に促進的に働く発現変動も確認されており、温熱刺激が必ずしも好
影響だけではなく、生体反応の総合的な検証による判断が求められるが、温熱
刺激によって発現増加が確認され ASCVD に影響すると考えられた上位 10 遺伝
子のうち 9 遺伝子が ASCVD に防御的に働くと考えられ、発現低下が確認され
ASCVD に影響すると考えられた上位 10 遺伝子のうち、6 遺伝子は ASCVD に
対して防御的であると考えられた因子であった。少なくとも SkMC においては
ASCVD に防御的に影響するものと考えられた。  
 
３．温熱刺激による血中アディポネクチン値上昇の機序については、温熱刺激に
よる骨格筋細胞からの DPP-4 放出を介した脂肪細胞からのアディポネクチン産
生および放出への関与の可能性は確認されなかった。  
 
４．SkMC への温熱刺激は、細胞増殖抑制やアポトーシスに関連する因子、  
免疫システムに関連する因子などの発現変動にも大きく影響を与えている。  
 
５．GO 解析、pathway 解析、ネットワーク解析の結果から、SkMC への温熱刺激
は生体内において糖代謝や脂質代謝などに影響していることが明らかとなり、
SkMC への温熱刺激が ASCVD 予防に有効であると考えられた。  
 
６．本研究において、個々の機能と集合としての機能のどちらも、マイクロアレ
イ法を用いて網羅的に解析したことにより温熱刺激が SkMC にもたらす良い影
響だけでなく、生体で検証するにあたり注意が必要な因子について確認した。  
 
７．  看護職が ASCVD 予防のために温熱刺激を活用するには、安全性や禁忌、
ASCVD 予防効果などを確認し、ASCVD 発症リスク状態の程度、骨格筋の線維
化や萎縮など個々の対象者の背景を踏まえて使用できるものが望ましい。本研
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究後には、生体において実施可能な方法で温熱刺激を与えて ASCVD 関連指標
の変化を観察し、温熱刺激による ASCVD 予防効果の検証が必要である。  
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表 1 SkMCへの温熱刺激により発現が増加した因子 (>2) 
Gene Title Fold 
Change 
glutathione peroxidase 3 (plasma) 12.388778 
calpain 3, (p94) 10.980895 
heat shock 70kDa protein 1A///heat shock 70kDa protein 1B 10.132103 
glutathione peroxidase 3 (plasma) 9.720180 
histone cluster 1, H2bd 9.261614 
clusterin 9.086249 
heat shock 70kDa protein 1A///heat shock 70kDa protein 1B 8.516913 
heat shock 70kDa protein 1A///heat shock 70kDa protein 1B 8.345582 
regulator of chromosome condensation 1 8.039877 
clusterin 7.922660 
interleukin 1 receptor-like 1 7.621667 
unknown 7.069686 
twist basic helix-loop-helix transcription factor 2 6.752564 
histone cluster 1, H4a///histone cluster 1, H4b///histone cluster 1, H4c///histone cluster 1, 
 H4d///histone cluster 1, H4e///histone cluster 1, H4f///histone cluster 1, H4h///histone 
cluster 1, 
 H4i///histone cluster 1, H4j///histone cluster 1, H4k///histone cluster 1, H4l///histone 
cluster 2, H4a///histone cluster 2, H4b///histone cluster 4, H4 
6.396995 
histone cluster 2, H2aa3///histone cluster 2, H2aa4 6.333067 
serpin peptidase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase, antitrypsin), member 3 6.169298 
nicotinamide phosphoribosyltransferase 6.165380 
regulator of cell cycle 6.060371 
NULL///NULL 5.983994 
uncharacterized LOC100996904///zinc finger, DHHC-type containing 11///zinc finger,  
DHHC-type containing 11B 
5.877022 
histone cluster 2, H2aa3///histone cluster 2, H2aa4 5.809613 
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily A, member 4 5.808275 
FK506 binding protein 4, 59kDa 5.731824 
H2B histone family, member S (pseudogene) 5.722098 
regulator of chromosome condensation 1 5.639260 
complement component 4A (Rodgers blood group)///complement component 4B (Chido 
blood group)///   complement component 4B (Chido blood group), copy 2                                                                                           
5.507174 
toll-like receptor 2 5.458366 
iii 
 
interleukin 1 receptor-like 1 5.413987 
uncharacterized LOC100996555 5.306852 
unknown 5.290796 
mitogen-activated protein kinase kinase kinase 8 5.256226 
kinesin family member 27 pseudogene 5.243134 
histone cluster 1, H2ac 5.230038 
ribosomal protein S19 5.197434 
histone cluster 1, H2bd 5.097651 
FK506 binding protein 4, 59kDa 4.992890 
unknown 4.989677 
l(3)mbt-like 1 (Drosophila) 4.974557 
zinc finger protein 204, pseudogene 4.933096 
NULL///NULL 4.913445 
sulfotransferase family 1E, estrogen-preferring, member 1 4.855549 
collagen, type IV, alpha 4 4.818750 
histone cluster 1, H2bk 4.813062 
zinc finger protein 493 4.803618 
atonal homolog 8 (Drosophila) 4.802475 
nucleic acid binding protein 1 4.799035 
long intergenic non-protein coding RNA 622 4.729763 
unknown 4.726705 
G kinase anchoring protein 1 4.659042 
UDP-Gal:betaGlcNAc beta 1,4- galactosyltransferase, polypeptide 1 4.633028 
unknown  4.610763 
unknown 4.604161 
G protein-coupled receptor 27 4.597640 
arachidonate 15-lipoxygenase, type B 4.588457 
lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1 4.571058 
arachidonate 15-lipoxygenase, type B 4.530087 
heat shock 105kDa/110kDa protein 1 4.521674 
nucleolar protein 3 (apoptosis repressor with CARD domain) 4.518248 
sulfotransferase family 1E, estrogen-preferring, member 1 4.516709 
unknown 4.494240 
interleukin 1 receptor-like 1 4.472495 
unknown 4.468876 
histone cluster 1, H2bh 4.444007 
iv 
 
pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 4 4.375107 
solute carrier family 26, member 6 4.372570 
neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 9 4.360376 
unknown 4.355230 
regulator of G-protein signaling 2, 24kDa 4.350885 
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 1 4.325134 
histone cluster 1, H3h 4.286020 
PR domain containing 1, with ZNF domain 4.274271 
unknown 4.272632 
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily A, member 4 4.271480 
pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 4 4.255232 
sestrin 3 4.218734 
thymidine phosphorylase 4.209666 
cannabinoid receptor 1 (brain) 4.198604 
synaptic Ras GTPase activating protein 1 4.175234 
zinc finger protein 557 4.163913 
heat shock 70kDa protein 4-like 4.159194 
unknown 4.158674 
sorbin and SH3 domain containing 1 4.157734 
heat shock 105kDa/110kDa protein 1 4.117508 
suppression of tumorigenicity 18 (breast carcinoma) (zinc finger protein) 4.069743 
unknown 4.066417 
Rho-related BTB domain containing 3 4.047159 
unknown 4.045920 
ribosomal protein L22 pseudogene 22///NULL 4.027345 
unknown 3.990446 
uncharacterized LOC100506548///ribosomal protein L37 3.963184 
shroom family member 1 3.932939 
NULL///NULL 3.931691 
lysyl oxidase 3.917095 
unknown  3.897368 
unknown  3.867759 
glutamate-ammonia ligase 3.854239 
ARL5B antisense RNA 1 3.851045 
growth differentiation factor 15 3.849496 
PHD finger protein 21A 3.840142 
v 
 
ADAMTS-like 4///uncharacterized LOC100996516 3.832507 
stanniocalcin 1 3.816211 
ferredoxin reductase 3.813521 
histone cluster 2, H2be 3.801545 
unknown  3.795664 
MAX interactor 1, dimerization protein 3.778033 
zinc finger protein 441 3.772888 
microRNA 612///nuclear paraspeckle assembly transcript 1 (non-protein coding) 3.760521 
cyclin-dependent kinase 13 3.759058 
DTW domain containing 1 3.751012 
5'-AMP-activated protein kinase subunit beta-2-like///                                                                                     
protein kinase, AMP-activated, beta 2 non-catalytic subunit 
3.749165 
CD1d molecule 3.748484 
zinc finger protein 117 3.737823 
enolase 2 (gamma, neuronal) 3.731577 
microRNA 612///nuclear paraspeckle assembly transcript 1 (non-protein coding) 3.727660 
ubiquitin specific peptidase 53 3.716581 
fer-1-like 4 (C. elegans) pseudogene 3.712037 
complement component 3 3.708924 
zinc finger protein 394 3.703199 
solute carrier family 25 (mitochondrial iron transporter), member 37 3.693236 
LTV1 homolog (S. cerevisiae) 3.666496 
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 1 3.665756 
glutamate-ammonia ligase 3.665169 
unknown  3.662586 
small nuclear ribonucleoprotein 48kDa (U11/U12) 3.659364 
THAP domain containing, apoptosis associated protein 2 3.630048 
chromosome 12 open reading frame 76 3.629589 
TNNI3 interacting kinase 3.628098 
NULL///NULL 3.623051 
unknown  3.622281 
heparan sulfate 6-O-sulfotransferase 3 3.613213 
zinc finger protein 568 3.604523 
ATH1, acid trehalase-like 1 (yeast) 3.602485 
SAM domain and HD domain 1 3.590157 
solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y+ system), member 2 3.564488 
vi 
 
uncharacterized LOC100996752///uncharacterized LOC101060261///                                                         
nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 4 
3.562619
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily A, member 4 3.553243 
nucleic acid binding protein 1 3.546430 
unknown  3.536784 
unknown  3.535300 
protein kinase domain containing, cytoplasmic 3.515546 
tribbles homolog 2 (Drosophila) 3.508475 
unknown  3.500128 
protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent, 1A 3.499464 
egl nine homolog 1 (C. elegans) 3.497515 
piwi-like RNA-mediated gene silencing 4 3.493059 
heparan sulfate 6-O-sulfotransferase 1 3.490542 
ankyrin repeat domain 37 3.481480 
ceramide synthase 6 3.479803 
cyclin-dependent kinase-like 3 3.473200 
unknown  3.472659 
chromosome 4 open reading frame 47 3.468184 
microRNA 612///nuclear paraspeckle assembly transcript 1 (non-protein coding) 3.465775 
histone cluster 1, H2bc///histone cluster 1, H2be///histone cluster 1, H2bf///histone cluster 
1, H2bg///histone cluster 1, H2bi 
3.451487 
unknown  3.432168 
histone cluster 1, H2ad///histone cluster 1, H3a///histone cluster 1, H3b///histone cluster 1, 
 H3c///histone cluster 1, H3d///histone cluster 1, H3e///histone cluster 1, H3f///histone 
cluster 1,  H3g///histone cluster 1, H3h///histone cluster 1, H3i///histone cluster 1, H3j 
3.419483 
gem (nuclear organelle) associated protein 8 3.412242 
unknown  3.409387 
amphiphysin 3.397546 
histone cluster 1, H2bc///histone cluster 1, H2be///histone cluster 1, H2bf///histone cluster 
1,  H2bg///histone cluster 1, H2bi 
3.393836 
unknown  3.380397 
unknown  3.378049 
hydroxysteroid (11-beta) dehydrogenase 1 3.367451 
pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase domain 2 3.362866 
F-box protein 32 3.359056 
protein FRG1-like 3.337768 
vii 
 
solute carrier family 25, member 30 3.332365 
abhydrolase domain containing 3 3.327788 
peroxisomal biogenesis factor 13 3.326565 
unknown  3.325489 
unknown  3.315817 
kelch repeat and BTB (POZ) domain containing 8 3.309841 
programmed cell death 6 3.306001 
amine oxidase, copper containing 2 (retina-specific) 3.303149 
tribbles homolog 2 (Drosophila) 3.302735 
TM2 domain containing 1 3.291661 
spermatid perinuclear RNA binding protein 3.278784 
unknown  3.271877 
zinc finger protein 546 3.271608 
F-box protein 32 3.266986 
MAP kinase interacting serine/threonine kinase 2 3.257886 
microtubule-associated protein 2 3.256764 
unknown  3.256004 
unknown  3.251753 
BTG family, member 2 3.244586 
plakophilin 2 3.234991 
cannabinoid receptor 1 (brain) 3.217277 
unknown  3.216862 
histone cluster 1, H2ag///histone cluster 1, H2ah///histone cluster 1, H2ai///histone cluster 
1, 
 H2ak///histone cluster 1, H2al///histone cluster 1, H2am 
3.207759 
unknown  3.206297 
poly(A) binding protein, cytoplasmic 1-like 3.195247 
unknown  3.192026 
unknown  3.189705 
solute carrier family 25 (mitochondrial iron transporter), member 37 3.180282 
unknown  3.180104 
serine/threonine kinase 38 3.174185 
C1q and tumor necrosis factor related protein 1 3.172541 
B-cell CLL/lymphoma 6 3.169751 
nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 16 pseudogene 1 3.169344 
ZXD family zinc finger C 3.166100 
viii 
 
chromosome 10 open reading frame 10 3.159780 
histone cluster 1, H4a///histone cluster 1, H4b///histone cluster 1, H4c///histone cluster 1, 
 H4d///histone cluster 1, H4e///histone cluster 1, H4f///histone cluster 1, H4h///histone 
cluster 1, 
 H4i///histone cluster 1, H4j///histone cluster 1, H4k///histone cluster 1, H4l///histone 
cluster 2,  H4a///histone cluster 2, H4b///histone cluster 4, H4 
3.157806 
growth arrest and DNA-damage-inducible, beta 3.141689 
chromosome 1 open reading frame 51 3.139936 
zinc finger protein 600 3.137790 
zinc finger protein 177///ZNF559-ZNF177 readthrough 3.132465 
zinc finger, CCHC domain containing 11 3.132022 
unknown  3.121970 
unknown  3.120517 
unknown  3.120401 
DENN/MADD domain containing 4C 3.118807 
cysteine and histidine-rich domain (CHORD) containing 1 3.118593 
meningioma expressed antigen 5 (hyaluronidase) 3.112994 
TBC1 domain family member 3H-like///TBC1 domain family member 3G-like/// 
TBC1 domain family member 3G-like///TBC1 domain family member 3H-like/// 
TBC1 domain family member 3G-like///TBC1 domain family member 3H-like/// 
TBC1 domain family member 3F-like///TBC1 domain family member 3F-like/// 
TBC1 domain family member 3G-like///TBC1 domain family member 3F-like/// 
TBC1 domain family member 3F-like///puromycin-sensitive aminopeptidase-like 
protein-like/// 
TBC1 domain family member 3F-like///TBC1 domain family member 3G-like/// 
puromycin-sensitive aminopeptidase-like protein-like///TBC1 domain family, member 
3/// TBC1 domain family, member 3C///TBC1 domain family, member 3F/// 
TBC1 domain family, member 3G///TBC1 domain family, member 3H 
3.104235 
sulfotransferase 1A3/1A4-like///SLX1A-SULT1A3 readthrough (NMD candidate)/// 
SLX1B-SULT1A4 readthrough (NMD candidate)///sulfotransferase family, cytosolic, 1A,  
phenol-preferring, member 3///sulfotransferase family, cytosolic, 1A, phenol-preferring, 
member 4 
3.097158 
PMS1 postmeiotic segregation increased 1 (S. cerevisiae) 3.096612 
unknown  3.094275 
ix 
 
sulfotransferase 1A3/1A4-like///SLX1A-SULT1A3 readthrough (NMD candidate)/// 
SLX1B-SULT1A4 readthrough (NMD candidate)///sulfotransferase family, cytosolic, 1A,  
phenol-preferring, member 3///sulfotransferase family, cytosolic, 1A, phenol-preferring, 
member 4 
3.092329 
SAM domain and HD domain 1 3.090611 
PDZ and LIM domain 4 3.088956 
BTG family, member 2 3.086844 
uncharacterized LOC100379224 3.078983 
zinc finger protein 397 3.077024 
clathrin, heavy chain (Hc) 3.073992 
coiled-coil domain containing 88A 3.065354 
unknown  3.058644 
ribosomal protein S21 3.050901 
canopy 3 homolog (zebrafish) 3.041375 
RAR-related orphan receptor A 3.035464 
general transcription factor IIA, 1-like///STON1-GTF2A1L readthrough 3.033472 
FGFR1 oncogene partner 2 3.032176 
potassium voltage-gated channel, Isk-related family, member 3 3.025612 
unknown  3.019408 
nucleic acid binding protein 1 3.017910 
ribosomal protein L35a 3.006375 
unknown  3.005427 
patched domain containing 3 pseudogene 1 3.004581 
unknown  3.002686 
sarcolipin 3.002321 
NULL///NULL 3.001157 
TSC22 domain family, member 3 2.995965 
complement component 1, s subcomponent 2.988466 
TBC1 (tre-2/USP6, BUB2, cdc16) domain family, member 1 2.981178 
GM2 ganglioside activator 2.970535 
purine-rich element binding protein G 2.967522 
unknown  2.961167 
KIAA1919 2.960559 
unknown  2.956010 
RAS and EF-hand domain containing 2.955498 
solute carrier family 12 (potassium/chloride transporters), member 6 2.937798 
x 
 
unknown  2.935099 
CD55 molecule, decay accelerating factor for complement (Cromer blood group) 2.935069 
choline phosphotransferase 1 2.934491 
SAM domain and HD domain 1 2.918047 
lysyl oxidase 2.914915 
Rho GTPase activating protein 26 2.908905 
cysteine sulfinic acid decarboxylase 2.905740 
uncharacterized LOC100506834 2.901244 
cat eye syndrome chromosome region, candidate 2 2.900377 
complement component 1, s subcomponent 2.896619 
acidic repeat containing 2.895726 
stomatin 2.891482 
nanos homolog 1 (Drosophila) 2.888817 
uncharacterized LOC100134937 2.887962 
ribosomal protein S15a 2.887065 
piggyBac transposable element derived 2 2.885674 
RAR-related orphan receptor A 2.882769 
sestrin 1 2.875336 
WD repeat domain 59 2.874473 
ankyrin repeat and zinc finger domain containing 1 2.871547 
unknown  2.868969 
unknown  2.867282 
cell division cycle 14B 2.864811 
zinc finger and BTB domain containing 44 2.861541 
HtrA serine peptidase 4 2.861005 
BTG3 associated nuclear protein 2.853309 
butyrophilin, subfamily 3, member A1 2.852487 
unknown  2.849782 
unknown  2.848578 
unknown  2.848318 
reticulon 1 2.844416 
suppressor of tumorigenicity 20 2.842041 
nicotinamide phosphoribosyltransferase 2.841618 
unknown  2.841488 
HECT and RLD domain containing E3 ubiquitin protein ligase 4 2.841475 
RFPL3 antisense 2.838664 
xi 
 
unknown  2.832534 
retinol dehydrogenase 13 (all-trans/9-cis) 2.827312 
adrenomedullin 2.823976 
family with sequence similarity 219, member A 2.823292 
TRAF family member-associated NFKB activator 2.816677 
unknown  2.815393 
transforming growth factor, beta receptor 1 2.807627 
long intergenic non-protein coding RNA 115 2.807498 
collagen, type XXVII, alpha 1 2.804921 
metallothionein 1M 2.801290 
uncharacterized serine/threonine-protein kinase SgK494 2.800856 
unknown  2.798686 
unknown  2.794881 
unknown  2.791400 
solute carrier family 25 (mitochondrial iron transporter), member 37 2.786744 
uncharacterized LOC100505761 2.785773 
serine/threonine kinase 17b 2.778210 
EF-hand calcium binding domain 3 2.766035 
unknown  2.765072 
chromosome 1 open reading frame 132 2.762916 
ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 5 2.762416 
nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 2.761626 
nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2 2.758538 
uncharacterized serine/threonine-protein kinase SgK494 2.755775 
unknown  2.750740 
acyl-CoA synthetase long-chain family member 1 2.748787 
transmembrane emp24-like trafficking protein 10 (yeast) 2.742275 
inhibitor of DNA binding 3, dominant negative helix-loop-helix protein 2.741106 
advillin 2.740704 
GID complex subunit 4, VID24 homolog (S. cerevisiae) 2.737001 
dual specificity phosphatase 5 2.736672 
maternally expressed 3 (non-protein coding) 2.734930 
choline phosphotransferase 1 2.734807 
solute carrier family 25 (mitochondrial iron transporter), member 37 2.732068 
haloacid dehalogenase-like hydrolase domain containing 3 2.724526 
sepiapterin reductase (7,8-dihydrobiopterin:NADP+ oxidoreductase) 2.723346 
xii 
 
contactin 3 (plasmacytoma associated) 2.719609 
unknown  2.716521 
Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 7 2.716443 
unknown  2.712768 
NULL 2.708139 
unknown  2.707190 
unknown  2.705900 
solute carrier family 25 (mitochondrial iron transporter), member 37 2.705184 
SAM domain and HD domain 1 2.705095 
CLTC intronic transcript 1 (non-protein coding) 2.702065 
solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 3 2.700430 
clusterin 2.697233 
protein phosphatase 2, regulatory subunit B'', gamma 2.694070 
BTB and CNC homology 1, basic leucine zipper transcription factor 1///GRIK1 antisense 
RNA 2 
2.693406 
sestrin 3 2.690444 
THRB intronic transcript 1 (non-protein coding)///NULL 2.689620 
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 2 2.688615 
KAT8 regulatory NSL complex subunit 1-like 2.686850 
nicotinamide phosphoribosyltransferase 2.683549 
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily A, member 1 2.682359 
FGFR1 oncogene partner 2 2.682282 
ras homolog family member B 2.681260 
NULL///NULL 2.673276 
kelch-like family member 24 2.668856 
nuclear factor, interleukin 3 regulated 2.666896 
FOS-like antigen 2 2.664722 
integrin, alpha 9 2.664449 
unknown  2.662248 
mannosidase, alpha, class 2A, member 2 2.660688 
adaptor-related protein complex 1, gamma 2 subunit 2.659205 
unknown  2.657164 
zinc finger family member 783 2.655720 
target of myb1 (chicken)-like 1 2.650192 
solute carrier family 25 (mitochondrial iron transporter), member 37 2.636547 
leptin receptor 2.636277 
xiii 
 
zinc finger protein 460 2.636208 
transmembrane protein 170A 2.635959 
unknown  2.634995 
centromere protein F, 350/400kDa 2.633818 
unknown  2.631276 
methyltransferase like 6 2.629773 
insulin receptor 2.629717 
highly divergent homeobox 2.628165 
unknown  2.626161 
unknown  2.626027 
vascular endothelial growth factor A 2.625159 
PPP5 tetratricopeptide repeat domain containing 1 2.624056 
unknown  2.623073 
PHD finger protein 17 2.619345 
small nucleolar RNA host gene 10 (non-protein coding) 2.619275 
NULL///NULL 2.615345 
K(lysine) acetyltransferase 2A 2.614774 
ATPase family, AAA domain containing 3B 2.614283 
excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, complementation group 8 2.614268 
ATP/GTP binding protein-like 3 2.611776 
unknown  2.611760 
ubiquitin specific peptidase 53 2.611518 
trans-golgi network protein 2 2.611201 
growth arrest and DNA-damage-inducible, beta 2.610083 
breast cancer anti-estrogen resistance 1 2.608010 
unknown  2.607855 
MAP kinase interacting serine/threonine kinase 1 2.605808 
membrane bound O-acyltransferase domain containing 2 2.604519 
p21 protein (Cdc42/Rac)-activated kinase 2 2.604294 
polypyrimidine tract binding protein 3 2.603996 
ENTH domain containing 2 2.603653 
nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2 2.600014 
nicotinamide phosphoribosyltransferase 2.598568 
NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 6, 17kDa 2.598266 
sortilin 1 2.598112 
dual specificity phosphatase 19 2.597543 
vacuolar protein sorting 29 homolog (S. cerevisiae) 2.597158 
xiv 
 
unknown  2.595255 
growth arrest and DNA-damage-inducible, beta 2.593865 
SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin,  
subfamily c, member 2 
2.589581 
zinc finger CCCH-type containing 8 2.587970 
chromosome 5 open reading frame 54 2.587926 
unknown  2.585782 
stanniocalcin 1 2.582338 
unknown  2.581248 
egl nine homolog 1 (C. elegans) 2.580469 
serpin peptidase inhibitor, clade E (nexin, plasminogen activator inhibitor type 1), 
member 1 
2.579809 
AHA1, activator of heat shock 90kDa protein ATPase homolog 1 (yeast) 2.577743 
oxidation resistance 1 2.576690 
ribosomal protein L31 2.575673 
stress-induced-phosphoprotein 1 2.575064 
ring finger protein 175 2.572964 
BTB (POZ) domain containing 11 2.571114 
ZNFX1 antisense RNA 1 2.567742 
TATA box binding protein (TBP)-associated factor, RNA polymerase I, D, 41kDa 2.565801 
unknown  2.565571 
NULL///NULL 2.563354 
gap junction protein, alpha 3, 46kDa 2.560278 
dual specificity phosphatase 23 2.550518 
integrator complex subunit 4 2.548169 
nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 2 (p49/p100) 2.548108 
thyroid hormone receptor, alpha 2.547423 
small nuclear RNA activating complex, polypeptide 3, 50kDa 2.545656 
KIAA1107 2.545231 
ubiquitin-conjugating enzyme E2O 2.542583 
unknown  2.542338 
unknown  2.539995 
crystallin, alpha B 2.539642 
dual specificity phosphatase 1 2.539202 
eukaryotic translation initiation factor 3, subunit M 2.536151 
interleukin 18 receptor 1 2.533258 
unknown  2.532630 
xv 
 
BRCA2 and CDKN1A interacting protein 2.531802 
6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 4 2.530589 
unknown 2.527677 
unknown  2.527533 
TNF receptor-associated factor 4 2.526558 
RAD52 homolog (S. cerevisiae) 2.523400 
histone cluster 3, H2a 2.522240 
sedoheptulokinase///transient receptor potential cation channel, subfamily V, member 1 2.521615 
unknown  2.519343 
PMS1 postmeiotic segregation increased 1 (S. cerevisiae) 2.512854 
unknown  2.504167 
unknown  2.503592 
transmembrane and tetratricopeptide repeat containing 1 2.503469 
trafficking protein particle complex 10 2.499587 
unknown  2.497627 
GPS, PLAT and transmembrane domain-containing protein 2.493678 
acyl-CoA synthetase long-chain family member 1 2.492428 
vezatin, adherens junctions transmembrane protein 2.492394 
C1GALT1-specific chaperone 1 2.491204 
unknown  2.490722 
unknown  2.490500 
tripeptidyl peptidase I 2.489731 
small integral membrane protein 7 2.486952 
SAM domain and HD domain 1 2.486581 
uncharacterized LOC100289230 2.485231 
unknown  2.484790 
Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 19 2.480712 
unknown  2.479178 
sushi, von Willebrand factor type A, EGF and pentraxin domain containing 1 2.478514 
zinc finger protein 420 2.478196 
interleukin-1 receptor-associated kinase 3 2.478006 
vascular endothelial growth factor A 2.477508 
mitogen-activated protein kinase kinase kinase 5 2.477396 
zinc finger protein 117 2.475861 
NULL///NULL 2.475856 
family with sequence similarity 199, X-linked 2.473945 
xvi 
 
unknown  2.473636 
myomesin 1 2.472260 
unknown  2.471641 
NULL///NULL 2.470765 
proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 9 2.470715 
uncharacterized LOC100506548///ribosomal protein L37 2.470527 
phosphodiesterase 4D, cAMP-specific 2.470012 
unknown  2.468384 
family with sequence similarity 115, member C pseudogene 2.464912 
centromere protein J 2.464439 
Kruppel-like factor 15 2.464138 
prolactin-induced protein 2.462536 
unknown 2.456473 
unknown  2.455334 
regulator of G-protein signaling 16 2.454777 
NULL///NULL 2.452031 
unknown  2.451681 
caspase recruitment domain family, member 16 2.451538 
Myb-like, SWIRM and MPN domains 1 2.450919 
poly(A) binding protein, cytoplasmic 1-like 2.450684 
nuclear protein, transcriptional regulator, 1 2.449625 
ArfGAP with RhoGAP domain, ankyrin repeat and PH domain 2 2.446105 
uncharacterized LOC441528 2.446092 
zinc finger protein 667 2.445512 
hyaluronan synthase 1 2.445325 
unknown  2.440234 
unknown  2.438844 
lin-7 homolog A (C. elegans) 2.436663 
oculocutaneous albinism II 2.434890 
ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 9 2.434097 
zinc finger protein 610 2.429753 
purine-rich element binding protein A 2.428003 
unknown  2.427037 
Ras homolog enriched in brain 2.421481 
colon adenocarcinoma hypermethylated (non-protein coding) 2.420642 
inositol polyphosphate multikinase 2.419937 
xvii 
 
insulin-like growth factor 1 receptor 2.419370 
zinc finger, RAN-binding domain containing 1 2.416611 
NULL///NULL 2.415724 
zinc finger protein 200 2.415552 
solute carrier family 5 (sodium/myo-inositol cotransporter), member 3 2.415505 
hypoxia inducible factor 3, alpha subunit 2.413869 
RAN binding protein 2///RANBP2-like and GRIP domain containing 1/// 
RANBP2-like and GRIP domain containing 2///RANBP2-like and GRIP domain 
containing 3/// 
RANBP2-like and GRIP domain containing 4///RANBP2-like and GRIP domain 
containing 5/// 
RANBP2-like and GRIP domain containing 6///RANBP2-like and GRIP domain 
containing 8 
2.412565 
ring finger and CCCH-type domains 1 2.411404 
cystatin A (stefin A) 2.410973 
tripartite motif containing 4 2.410029 
nuclear fragile X mental retardation protein interacting protein 2 2.409381 
zinc finger protein 420 2.408803 
HIV-1 Tat interactive protein 2, 30kDa 2.406326 
unknown  2.405208 
cysteine-rich with EGF-like domains 1 2.404843 
ribosomal protein L13///small nucleolar RNA, C/D box 68 2.403391 
unknown  2.400096 
transportin 1 2.399967 
nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, zeta 2.399374 
FH2 domain containing 1 2.392957 
unknown  2.392572 
cytochrome c oxidase assembly homolog 11 (yeast) 2.389385 
beta-transducin repeat containing E3 ubiquitin protein ligase 2.389361 
unknown  2.382969 
pim-1 oncogene 2.382765 
long intergenic non-protein coding RNA 619 2.382407 
GRB10 interacting GYF protein 2 2.381664 
stress-induced-phosphoprotein 1 2.381621 
unknown  2.380107 
oxidative stress responsive serine-rich 1 2.379023 
xviii 
 
unknown  2.377277 
hect domain and RLD 2 pseudogene 2///hect domain and RLD 2 pseudogene 9 2.376336 
small nucleolar RNA, H/ACA box 76///small nucleolar RNA, C/D box 104 2.376100 
unknown  2.375007 
interferon (alpha, beta and omega) receptor 1 2.373723 
uncharacterized LOC100147773 2.373711 
SIX homeobox 4 2.373261 
meningioma expressed antigen 5 (hyaluronidase) 2.372745 
SET domain containing 6 2.371387 
Dab, reelin signal transducer, homolog 1 (Drosophila)///OMA1 zinc metallopeptidase 2.370199 
proline rich 15 2.370026 
ubiquitin family domain containing 1 2.369771 
unknown  2.369131 
unknown  2.366830 
unknown  2.366495 
chromosome 1 open reading frame 63 2.364351 
regulator of G-protein signaling 8///succinate dehydrogenase complex, subunit A,  
flavoprotein pseudogene 3 
2.362940 
unknown  2.360492 
histone cluster 1, H1c 2.357745 
putative POM121-like protein 1-like///POM121 transmembrane nucleoporin-like 9, 
pseudogene 
2.357613 
chromosome 12 open reading frame 39 2.356862 
zinc finger protein 383 2.356009 
postmeiotic segregation increased 2 pseudogene 5 2.355786 
tripartite motif containing 13 2.355521 
transmembrane protein 116 2.355020 
tRNA methyltransferase 13 homolog (S. cerevisiae) 2.352736 
unknown  2.352693 
unknown  2.351078 
docking protein 3 2.349640 
protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 18 (brain-derived) 2.349479 
nucleolar protein 3 (apoptosis repressor with CARD domain) 2.349009 
ribosomal protein L23///small nucleolar RNA, H/ACA box 21 2.347693 
interferon gamma receptor 1 2.347417 
unknown  2.345765 
xix 
 
melanoma associated antigen (mutated) 1 2.345447 
NULL///NULL 2.343504 
unknown  2.343293 
putative POM121-like protein 1-like///POM121 transmembrane nucleoporin-like 9, 
pseudogene 
2.342420 
WNT1 inducible signaling pathway protein 1 2.342311 
tRNA methyltransferase 1 homolog (S. cerevisiae) 2.341844 
v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 2 (avian) 2.340875 
nuclear pore complex interacting protein family, member A2/// 
nuclear pore complex interacting protein family, member A3/// 
nuclear pore complex interacting protein family, member A5// 
/polycystic kidney disease 1 (autosomal dominant) pseudogene 1 
2.339112 
unknown  2.338132 
D4, zinc and double PHD fingers family 1 2.336749 
dynein, cytoplasmic 1, heavy chain 1 2.336729 
ubiquitin-conjugating enzyme E2H 2.336519 
stomatin 2.336492 
ubiquitin specific peptidase 6 (Tre-2 oncogene) 2.335752 
myosin VI 2.335218 
RAR-related orphan receptor A 2.334783 
aldehyde oxidase 1 2.334472 
guanylate binding protein 1, interferon-inducible 2.333258 
unknown  2.332690 
unknown  2.330485 
adenosine A1 receptor 2.329331 
heat shock 10kDa protein 1 (chaperonin 10) 2.328675 
sulfotransferase family, cytosolic, 1A, phenol-preferring, member 1 2.327671 
ribosomal protein S14 2.327552 
La ribonucleoprotein domain family, member 4 2.327191 
unknown  2.323077 
TSC22 domain family, member 3 2.322535 
unknown  2.322045 
unknown  2.321383 
pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 3 2.321011 
zinc finger protein 254 2.318342 
RAR-related orphan receptor A 2.317663 
telomerase-associated protein 1 2.317217 
xx 
 
unknown  2.315876 
uncharacterized LOC645513 2.314911 
RNA binding motif protein 14 2.314889 
ring finger protein 44 2.314626 
zinc finger, FYVE domain containing 16 2.314414 
transmembrane protein 54 2.314025 
serine/threonine-protein kinase SMG1-like///smg-1 homolog,  
phosphatidylinositol 3-kinase-related kinase (C. elegans) 
2.313960 
neuronal PAS domain protein 2 2.311874 
cytoplasmic linker associated protein 1 2.311867 
THAP domain containing 8 2.311033 
OTU domain containing 1 2.310687 
NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 4, 15kDa 2.309944 
histamine receptor H1 2.309832 
Wilms tumor 1 associated protein 2.307061 
transmembrane and tetratricopeptide repeat containing 1 2.306117 
DNA-damage-inducible transcript 3 2.305177 
dihydrolipoamide branched chain transacylase E2 2.304237 
unknown  2.304027 
nebulette 2.303932 
ZFP28 zinc finger protein 2.302117 
PHD finger protein 17 2.301963 
unknown  2.301620 
protein phosphatase 1, regulatory subunit 13 like 2.300544 
tetratricopeptide repeat domain 18 2.300405 
NULL///NULL 2.299594 
pterin-4 alpha-carbinolamine dehydratase/dimerization cofactor of hepatocyte  
nuclear factor 1 alpha 
2.299062 
claudin 15 2.298791 
zinc finger protein 148 2.298617 
pregnancy-associated plasma protein A, pappalysin 1 2.297642 
B-cell CLL/lymphoma 6 2.295768 
leptin receptor 2.295167 
unknown 2.294942 
unknown  2.294921 
unknown  2.293121 
xxi 
 
fibroblast growth factor 7 2.292281 
unknown  2.291714 
metastasis associated lung adenocarcinoma transcript 1 (non-protein coding) 2.290840 
solute carrier family 46, member 3 2.289378 
zinc finger protein 800 2.289333 
eukaryotic translation initiation factor 4A2///microRNA 1248///small nucleolar RNA,  
H/ACA box 4///small nucleolar RNA, H/ACA box 63///small nucleolar RNA,  
H/ACA box 81///small nucleolar RNA, C/D box 2 
2.285819 
unknown  2.285649 
uncharacterized LOC100506639///zinc finger protein 131 2.285545 
G patch domain containing 2 2.283823 
unknown  2.283083 
Rho GTPase activating protein 26 2.282002 
unknown  2.281956 
cytokine induced apoptosis inhibitor 1 2.280189 
sushi, von Willebrand factor type A, EGF and pentraxin domain containing 1 2.279175 
TRAF3IP2 antisense RNA 1 2.278973 
aarF domain containing kinase 3 2.276926 
thrombospondin 1 2.275480 
insulin receptor substrate 2 2.274026 
syntaxin 16 2.274006 
nuclear pore complex interacting protein family, member B3/// 
pyridoxal-dependent decarboxylase domain containing 2, pseudogene 
2.272887 
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily A, member 1 2.272602 
zinc finger CCCH-type containing 6 2.272508 
unknown  2.271793 
SLC2A4 regulator 2.270081 
RNA binding motif protein 48 2.269838 
transmembrane protein 86A 2.269038 
myomegalin-like///myomegalin-like///myomegalin-like///uncharacterized 
LOC101060344///myomegalin-like///myomegalin-like///myomegalin-like/// 
myomegalin-like///phosphodiesterase 4D interacting protein 
2.268368 
NULL///NULL 2.264658 
SMAD family member 6 2.263135 
biorientation of chromosomes in cell division 1-like 1 2.261550 
xxii 
 
leucine rich repeat containing 37, member A3 2.261401 
unknown  2.259823 
uncharacterized LOC100130872///spondin 2, extracellular matrix protein 2.257916 
bromodomain and WD repeat domain containing 1 2.256563 
v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 2 (avian) 2.256323 
core-binding factor, runt domain, alpha subunit 2; translocated to, 2 2.256164 
inhibitor of DNA binding 2, dominant negative helix-loop-helix protein/// 
inhibitor of DNA binding 2B, dominant negative helix-loop-helix protein (pseudogene) 
2.254686 
nuclear pore complex interacting protein family, member A1 2.253290 
unknown  2.252900 
RAB21, member RAS oncogene family 2.252302 
ZNF582 antisense RNA 1 (head to head) 2.252051 
fibronectin type III and ankyrin repeat domains 1 2.250395 
complement factor H 2.249901 
BTG3 associated nuclear protein 2.248606 
family with sequence similarity 120C 2.247177 
zinc finger, CCHC domain containing 6 2.247072 
transient receptor potential cation channel, subfamily C, member 2-like 2.246479 
unknown  2.245667 
unknown  2.245066 
unknown  2.244985 
nascent polypeptide-associated complex alpha subunit 2.244458 
BCL2-like 13 (apoptosis facilitator) 2.243741 
vacuolar protein sorting 26 homolog A (S. pombe) 2.243509 
elongation factor, RNA polymerase II, 2 2.242852 
putative POM121-like protein 1-like///putative POM121-like protein 1-like/// 
POM121 transmembrane nucleoporin-like 10, pseudogene/// 
POM121 transmembrane nucleoporin-like 4 pseudogene/// 
POM121 transmembrane nucleoporin-like 8 pseudogene/// 
POM121 transmembrane nucleoporin-like 9, pseudogene 
2.242576 
zinc finger protein 232 2.242073 
N-myristoyltransferase 2 2.241708 
stanniocalcin 1 2.241697 
pleckstrin homology-like domain, family B, member 3 2.240810 
zinc finger protein 473 2.239737 
EPM2A (laforin) interacting protein 1 2.239557 
xxiii 
 
retinoblastoma-like 1 (p107) 2.238817 
diphthamide biosynthesis 1///ovarian tumor suppressor candidate 2 2.237758 
unknown  2.237325 
serine/arginine-rich splicing factor 5 2.233394 
bestrophin 1 2.232530 
unknown  2.232455 
unknown  2.232404 
unknown  2.231502 
transporter 1, ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP) 2.231386 
methyltransferase like 12///small nucleolar RNA, H/ACA box 57 2.230706 
unknown  2.230585 
hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium channel 4 2.229077 
chromosome 3 open reading frame 33 2.226970 
NULL 2.226518 
uncharacterized LOC100996732///uncharacterized LOC100996735///uncharacterized 
LOC101060590///lymphocyte-specific protein 1 pseudogene/// 
lymphocyte-specific protein 1 pseudogene 
2.225554 
inositol polyphosphate multikinase 2.225185 
WW domain containing adaptor with coiled-coil 2.225026 
uncharacterized LOC100129461 2.223153 
unknown  2.222223 
Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 7 2.221499 
HLA-F antisense RNA 1 2.219992 
Niemann-Pick disease, type C1 2.219372 
chromosome 2 open reading frame 44 2.218943 
tubulin, gamma complex associated protein 4 2.218671 
pleckstrin homology domain containing, family M (with RUN domain) member 1 2.217318 
transducer of ERBB2, 1 2.216345 
protocadherin beta 2 2.215705 
PHD finger protein 17 2.215222 
myosin, light chain 6, alkali, smooth muscle and non-muscle 2.213542 
zinc finger protein 160 2.210978 
phosphodiesterase 4D, cAMP-specific 2.210011 
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 50 2.209021 
acyl-CoA synthetase long-chain family member 4 2.205387 
unknown  2.205002 
xxiv 
 
unknown  2.203927 
zinc finger protein 91 2.201802 
interferon gamma receptor 1 2.201640 
kinesin family member 1C 2.200032 
PARD6G antisense RNA 1 2.197596 
translocase of inner mitochondrial membrane 8 homolog B (yeast) 2.196259 
RAS p21 protein activator 4///RAS p21 protein activator 4B 2.195905 
heat shock 60kDa protein 1 (chaperonin) 2.195780 
unknown  2.194458 
unknown  2.194395 
zinc finger, CCHC domain containing 4 2.194224 
mitochondrial assembly of ribosomal large subunit 1 2.194205 
transformer 2 alpha homolog (Drosophila) 2.194021 
unknown  2.193983 
programmed cell death 6 pseudogene 2.189407 
unknown  2.188662 
unknown  2.188442 
family with sequence similarity 65, member B 2.188392 
smg-1 homolog, phosphatidylinositol 3-kinase-related kinase (C. elegans) pseudogene/// 
serine/threonine-protein kinase SMG1-like///nuclear pore complex interacting protein 
pseudogene/// nuclear pore complex interacting protein family, member B11/// 
nuclear pore complex interacting protein family, member B3/// 
nuclear pore complex interacting protein family, member B4// 
/nuclear pore complex interacting protein family, member B5/// 
solute carrier family 7 (amino acid transporter light chain, L system), member 5 
pseudogene 1/// 
smg-1 homolog, phosphatidylinositol 3-kinase-related kinase pseudogene 1 
2.186688 
homeobox D3 2.186176 
CREB3 regulatory factor 2.186015 
cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cip1) 2.185640 
small nucleolar RNA host gene 3 (non-protein coding)///small nucleolar RNA, H/ACA 
box 73A 
2.185434 
NULL///NULL 2.184799 
unknown  2.184226 
histone deacetylase 4 2.182887 
LON peptidase N-terminal domain and ring finger 3 2.182493 
DNA-damage-inducible transcript 4 2.182041 
xxv 
 
transformer 2 alpha homolog (Drosophila) 2.181830 
uncharacterized LOC100505729 2.180895 
COX10 antisense RNA 1///uncharacterized LOC100506974 2.179370 
polymerase (DNA directed), gamma 2.179322 
peptidylprolyl isomerase D 2.177520 
cyclin L1 2.177466 
acylphosphatase 2, muscle type 2.174564 
unknown  2.172875 
melanoma associated antigen (mutated) 1-like 1 2.172820 
unknown  2.172170 
dynein, light chain, roadblock-type 1 2.172041 
G patch domain containing 2-like 2.170801 
ZFP28 zinc finger protein 2.170379 
osteopetrosis associated transmembrane protein 1 2.168170 
C-type lectin domain family 2, member B 2.167870 
zinc finger, CCHC domain containing 2 2.167810 
inversin 2.167599 
centrosomal protein 152kDa 2.166103 
centrosomal protein 152kDa 2.165374 
methylenetetrahydrofolate reductase (NAD(P)H) 2.165349 
unknown  2.164833 
unknown  2.162756 
SND1 intronic transcript 1 (non-protein coding) 2.162150 
chromosome 10 open reading frame 10 2.160005 
unknown  2.159992 
heat shock protein 90kDa alpha (cytosolic), class A member 1 2.159006 
zinc finger, DHHC-type containing 9 2.158014 
unknown  2.157384 
toll interacting protein 2.156783 
coiled-coil domain containing 124 2.155205 
unknown  2.153715 
tau tubulin kinase 2 2.153108 
density-regulated protein 2.152852 
aldehyde oxidase 1 2.152808 
zinc finger protein 607 2.152707 
inturned planar cell polarity protein 2.151434 
deleted in liver cancer 1 2.151330 
xxvi 
 
scavenger receptor class A, member 3 2.151329 
unknown  2.149896 
kinesin family member 1C 2.149619 
tripartite motif containing 73 2.148155 
protein phosphatase 1, regulatory subunit 3B 2.147605 
angiotensinogen (serpin peptidase inhibitor, clade A, member 8) 2.147364 
transmembrane protein 241 2.146626 
collagen, type VII, alpha 1 2.146467 
integrator complex subunit 3 2.146095 
G patch domain containing 2 2.145839 
potassium channel tetramerisation domain containing 6 2.145548 
KAT8 regulatory NSL complex subunit 1-like 2.145421 
minichromosome maintenance complex component 3 associated protein 2.144838 
5-phosphohydroxy-L-lysine phospho-lyase 2.144410 
phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis, class L 2.144168 
unknown  2.144165 
microfibrillar-associated protein 3 2.144020 
suppressor of glucose, autophagy associated 1 2.143965 
BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3 2.143000 
complement component 1, r subcomponent 2.142431 
unknown  2.142430 
zinc finger protein 738 2.141331 
golgin A8 family, member A 2.140600 
unknown  2.139619 
uncharacterized LOC101060691///NUTM2A antisense RNA 1 2.139523 
ribosomal protein S3A///small nucleolar RNA, C/D box 73A 2.138655 
unknown  2.138224 
unknown  2.137218 
long intergenic non-protein coding RNA 86///long intergenic non-protein coding RNA 87 2.136042 
unknown  2.135136 
zinc finger protein 117 2.133525 
PRMT5 antisense RNA 1 2.132793 
karyopherin alpha 4 (importin alpha 3) 2.132741 
KIAA1211 2.132577 
caspase 4, apoptosis-related cysteine peptidase 2.132393 
syntaxin 7 2.132087 
xxvii 
 
mesoderm posterior 2 homolog (mouse) 2.131970 
neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 4-like,  
E3 ubiquitin protein ligase 
2.131917 
calcyclin binding protein 2.131794 
synaptopodin 2 2.129746 
transcription termination factor, RNA polymerase II 2.129739 
periphilin 1 2.129573 
unknown  2.127718 
solute carrier family 5 (sodium/myo-inositol cotransporter), member 3 2.127629 
mitochondrial ribosomal protein L39 2.126967 
NULL///NULL 2.125830 
fat storage-inducing transmembrane protein 2 2.124607 
unknown  2.123589 
CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), delta 2.123257 
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 4 2.123010 
heparan sulfate 6-O-sulfotransferase 3 2.122804 
v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 3 (protein kinase B, gamma) 2.121741 
NEDD4 binding protein 2-like 2 2.121191 
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 3, Y-linked 2.120015 
unknown  2.119977 
inhibitor of growth family, member 5 2.119539 
unknown  2.119112 
unknown  2.117509 
CREB3 regulatory factor 2.117300 
zinc finger, DHHC-type containing 21 2.116137 
solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter, creatine), member 8 2.115970 
par-3 partitioning defective 3 homolog B (C. elegans) 2.114978 
EPH receptor A3 2.113332 
toll-like receptor 4 2.113093 
S100 calcium binding protein A6 2.112533 
mitogen-activated protein kinase kinase kinase 5 2.111325 
zinc finger protein 79 2.111300 
unknown  2.110574 
TBC1 domain family, member 22B 2.109195 
calcyclin binding protein 2.107487 
ribosomal protein L37a 2.107429 
xxviii 
 
uncharacterized LOC100049716 2.107232 
cornichon homolog 4 (Drosophila) 2.106904 
unknown  2.106452 
unknown  2.105570 
G patch domain containing 2-like 2.105286 
unknown  2.104991 
DTW domain containing 1 2.104337 
ankyrin repeat and KH domain containing 1 2.103579 
proline-rich nuclear receptor coactivator 2-like///proline-rich nuclear receptor 
coactivator 2 
2.102755 
unknown  2.101921 
microtubule-associated protein 1 light chain 3 alpha 2.101494 
alcohol dehydrogenase 1B (class I), beta polypeptide 2.101389 
suppressor of fused homolog (Drosophila) 2.101389 
zinc finger protein 665 2.101352 
RNA binding motif protein 12B 2.099311 
par-3 partitioning defective 3 homolog (C. elegans) 2.099048 
family with sequence similarity 188, member B///INMT-FAM188B readthrough  
(NMD candidate) 
2.098640 
uncharacterized protein PRO2852 2.098123 
unknown  2.097301 
zinc finger protein 333 2.096479 
serine/threonine kinase 3 2.096279 
RAB3A interacting protein 2.093490 
carbohydrate (chondroitin 4) sulfotransferase 12 2.093190 
unknown  2.093129 
inositol-3-phosphate synthase 1 2.092725 
chromosome 16 open reading frame 46 2.092179 
lysophosphatidic acid receptor 1 2.092036 
uncharacterized LOC728705 2.091237 
plasminogen-like A (pseudogene)///plasminogen-like B1///plasminogen-like B2 2.090659 
solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter, creatine), member 8 2.090487 
ubiquitin-conjugating enzyme E2I 2.090279 
unknown  2.089203 
signal transducer and activator of transcription 5B 2.089173 
NULL///NULL 2.089018 
xxix 
 
RNA binding motif protein 39 2.088636 
TMEM161B antisense RNA 1 2.088387 
keratin associated protein 4-8 2.088290 
unknown  2.088210 
growth arrest and DNA-damage-inducible, beta 2.087030 
PR domain containing 11 2.086914 
unknown  2.086815 
microRNA 17///miR-17-92 cluster host gene (non-protein coding)///microRNA 
18a///microRNA 19a///microRNA 19b-1///microRNA 20a///microRNA 92a-1 
2.086145 
angiotensin II receptor-associated protein 2.086042 
interferon induced with helicase C domain 1 2.085259 
ring finger protein 213 2.084276 
poly (ADP-ribose) polymerase family, member 8 2.083919 
tripeptidyl peptidase I 2.082806 
unknown  2.082546 
unknown  2.082524 
cyclin-dependent kinase-like 3 2.082422 
SR-related CTD-associated factor 11 2.081520 
unknown  2.079141 
ephrin-A1 2.079058 
autophagy related 7 2.078731 
general transcription factor IIIC, polypeptide 3, 102kDa 2.078500 
solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 14///solute carrier 
family 2 (facilitated glucose transporter), member 3 
2.078337 
solute carrier family 5 (sodium/myo-inositol cotransporter), member 3 2.077611 
paired immunoglobin-like type 2 receptor beta 2.077194 
intersectin 2 2.075295 
family with sequence similarity 195, member A 2.075012 
unknown  2.074395 
golgi-associated PDZ and coiled-coil motif containing 2.073992 
solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 3 2.073466 
sequestosome 1 2.072470 
oncostatin M receptor 2.071419 
uncharacterized protein MGC16142 2.071227 
unknown  2.070739 
unknown  2.070361 
xxx 
 
NULL///NULL 2.070088 
unknown 2.068701 
HNRNPU antisense RNA 1 2.068184 
serglycin 2.066530 
BTG3 associated nuclear protein 2.066093 
unknown  2.065751 
T cell activation inhibitor, mitochondrial 2.065455 
NULL///NULL 2.065003 
unknown  2.064541 
TNF receptor-associated factor 1 2.063688 
nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, zeta 2.063145 
Ral GTPase activating protein, alpha subunit 2 (catalytic) 2.062766 
unknown  2.062155 
zinc finger protein 259 2.061663 
frequently rearranged in advanced T-cell lymphomas 2.061645 
unknown  2.061571 
zinc finger protein 274 2.061363 
golgin A8 family, member A///golgin A8 family, member B 2.060542 
AHA1, activator of heat shock 90kDa protein ATPase homolog 2 (yeast) 2.060389 
nucleolar complex associated 2 homolog (S. cerevisiae) 2.059510 
phosphodiesterase 7A 2.059378 
solute carrier family 39 (zinc transporter), member 6 2.058900 
NULL///NULL 2.058869 
ciliary rootlet coiled-coil, rootletin 2.057730 
zinc finger protein 311 2.057552 
mitochondrial ribosomal protein S12 2.056012 
protein kinase, AMP-activated, gamma 2 non-catalytic subunit 2.055998 
heterochromatin protein 1, binding protein 3 2.054729 
neuronal PAS domain protein 2 2.054376 
NULL///NULL 2.052557 
long intergenic non-protein coding RNA 968 2.052475 
crystallin, zeta (quinone reductase) 2.051948 
kelch domain containing 10 2.051316 
unknown  2.051150 
ATP6V1G2-DDX39B readthrough (NMD candidate)/// 
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 39B///small nucleolar RNA, C/D box 84 
2.050859 
zinc finger protein 485 2.050451 
xxxi 
 
cysteine/histidine-rich 1 2.050110 
phosphodiesterase 4D, cAMP-specific 2.049888 
acetyl-CoA carboxylase beta 2.049731 
obscurin-like 1 2.049640 
NULL///NULL 2.049371 
protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent, 1F 2.049119 
NULL///NULL///NULL///NULL 2.048660 
required for meiotic nuclear division 5 homolog A (S. cerevisiae) 2.048144 
CUGBP, Elav-like family member 6 2.045321 
unknown  2.045312 
spermatogenesis associated 5-like 1 2.044886 
unknown  2.044856 
unknown  2.044756 
Kruppel-like factor 2 (lung) 2.044206 
unc-45 homolog B (C. elegans) 2.044183 
helicase (DNA) B 2.041628 
NULL///NULL 2.040649 
unknown  2.040449 
endogenous retrovirus group K3, member 1 2.040149 
RPA interacting protein 2.039689 
unknown  2.037811 
methyltransferase like 3 2.037782 
cannabinoid receptor 1 (brain) 2.036865 
maternally expressed 3 (non-protein coding) 2.036829 
zinc finger protein 347 2.036737 
THAP domain containing 6 2.036548 
unknown  2.036389 
ENTH domain containing 2 2.036348 
solute carrier family 38, member 10 2.036124 
methyl-CpG binding domain protein 1 2.034189 
unknown  2.034153 
unknown  2.032996 
UDP-glucose pyrophosphorylase 2 2.032159 
signal recognition particle receptor, B subunit 2.031701 
unknown  2.031293 
zinc finger protein 347 2.030877 
interferon regulatory factor 2 binding protein 2 2.030802 
xxxii 
 
solute carrier family 9, subfamily B (NHA2, cation proton antiporter 2), member 2 2.030583 
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 6 2.030129 
zinc finger protein 93 2.029849 
nuclear apoptosis inducing factor 1 2.029621 
Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 7 2.029456 
sorting nexin 33 2.029285 
unknown  2.028530 
Fas cell surface death receptor 2.028462 
unknown  2.028167 
unknown  2.027932 
FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog 2.026950 
nebulette 2.026782 
unknown  2.026297 
Y box binding protein 3 2.025269 
PR domain containing 2, with ZNF domain 2.025234 
unknown  2.024949 
Hermansky-Pudlak syndrome 3 2.024708 
unknown  2.024116 
chromosome 12 open reading frame 39 2.023968 
Niemann-Pick disease, type C1 2.023633 
unknown  2.022602 
unknown  2.021619 
unknown  2.021468 
long intergenic non-protein coding RNA 685 2.020913 
unknown  2.020561 
nebulette 2.019137 
unknown  2.017660 
thioredoxin-interacting protein-like///thioredoxin interacting protein 2.017051 
potassium channel tetramerisation domain containing 15 2.016221 
unknown  2.016165 
NULL///NULL 2.016055 
cytochrome P450, family 19, subfamily A, polypeptide 1 2.015818 
pregnancy specific beta-1-glycoprotein 6 2.015729 
meteorin, glial cell differentiation regulator-like 2.015116 
unknown  2.014037 
aspartyl aminopeptidase 2.013750 
pogo transposable element with ZNF domain 2.013712 
xxxiii 
 
 
 
 
carboxypeptidase D 2.013622 
CD55 molecule, decay accelerating factor for complement (Cromer blood group) 2.013615 
atonal homolog 8 (Drosophila) 2.013501 
transmembrane and tetratricopeptide repeat containing 2 2.012139 
RING1 and YY1 binding protein 2.011868 
ubiquitination factor E4B 2.010626 
testis-specific kinase 1 2.010473 
major histocompatibility complex, class I, E 2.009880 
solute carrier family 25 (mitochondrial iron transporter), member 28 2.009370 
SAM domain, SH3 domain and nuclear localization signals 1 2.008556 
TAF15 RNA polymerase II, TATA box binding protein (TBP)-associated factor, 68kDa 2.007847 
tetratricopeptide repeat, ankyrin repeat and coiled-coil containing 2 2.007551 
zinc finger protein 229 2.007514 
ubiquitin specific peptidase 32 2.007315 
Down syndrome encephalopathy related protein 1 2.005970 
ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 5 2.004963 
aminoadipate-semialdehyde synthase 2.004849 
unknown  2.004157 
chromodomain helicase DNA binding protein 2///uncharacterized LOC100507217 2.003903 
adenylate kinase 9 2.003756 
tripeptidyl peptidase II 2.002767 
unknown  2.002575 
sodium channel and clathrin linker 1 2.002539 
sulfotransferase family, cytosolic, 1A, phenol-preferring, member 2 2.002217 
serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 3/// 
serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 4 
2.002146 
cut-like homeobox 1 2.001995 
butyrophilin, subfamily 3, member A1 2.001485 
insulin receptor substrate 2 2.001470 
unknown  2.001345 
threonine synthase-like 1 (S. cerevisiae) 2.001278 
ubiquitin specific peptidase 53 2.001270 
unknown  2.000393 
xxxiv 
 
表 2 SkMCへの温熱刺激により発現が減少した因子 (<0.5) 
Gene title Fold 
Change 
enhancer of yellow 2 homolog (Drosophila) 0.068412 
myosin, heavy chain 8, skeletal muscle, perinatal 0.082613 
protease, serine, 23 0.115456 
tetraspanin 2 0.118990 
uncharacterized LOC152742 0.144470 
leucine rich repeat and fibronectin type III domain containing 5 0.145477 
hedgehog interacting protein 0.146513 
ribonucleotide reductase M2 0.148761 
EPH receptor A7 0.151167 
negative regulator of ubiquitin-like proteins 1 0.156341 
UDP-Gal:betaGlcNAc beta 1,3-galactosyltransferase, polypeptide 2 0.161182 
unknown  0.162712 
protease, serine, 2 (trypsin 2)///protease, serine, 3 0.163582 
uncharacterized LOC100996579 0.164264 
TIMP metallopeptidase inhibitor 3 0.164486 
tetraspanin 2 0.165054 
cullin 2 0.168897 
EPH receptor A7 0.171016 
protease, serine, 23 0.173935 
unknown  0.181092 
cysteine conjugate-beta lyase 2 0.183764 
butyrylcholinesterase 0.184016 
isocitrate dehydrogenase 2 (NADP+), mitochondrial 0.185941 
integrin, beta-like 1 (with EGF-like repeat domains) 0.196343 
sema domain, seven thrombospondin repeats (type 1 and type 1-like), transmembrane 
domain (TM) and short cytoplasmic domain, (semaphorin) 5A 
0.198873 
ankylosis, progressive homolog (mouse) 0.199024 
solute carrier family 36 (proton/amino acid symporter), member 4 0.200636 
chemokine (C-X-C motif) ligand 5 0.200678 
integrin, beta-like 1 (with EGF-like repeat domains) 0.202652 
cyclin E2 0.205992 
adenomatosis polyposis coli down-regulated 1-like 0.207507 
helicase, lymphoid-specific 0.207971 
helicase, lymphoid-specific 0.208301 
xxxv 
 
cold inducible RNA binding protein 0.210267 
mastermind-like 3 (Drosophila) 0.210992 
tubulin, gamma complex associated protein 5 0.211630 
endosulfine alpha 0.211912 
keratin 19 0.212015 
unknown  0.212967 
dipeptidyl-peptidase 4 0.213100 
RAB27B, member RAS oncogene family 0.216086 
unknown  0.216418 
diaphanous homolog 3 (Drosophila) 0.218332 
ARP3 actin-related protein 3 homolog (yeast) 0.219660 
TIMP metallopeptidase inhibitor 3 0.220748 
protein kinase C, delta binding protein 0.221460 
leucine rich repeat containing 17 0.221924 
transmembrane protein 35 0.223605 
solute carrier family 7 (anionic amino acid transporter light chain, xc- system), member 
11 
0.224741 
fibrinogen silencer binding protein///RAD54 homolog B (S. cerevisiae) 0.224861 
solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter, taurine), member 6 0.227144 
unknown  0.227416 
unknown  0.227985 
RNA binding motif (RNP1, RRM) protein 3 0.229738 
ventricular zone expressed PH domain-containing 1 0.230495 
enhancer of yellow 2 homolog (Drosophila) 0.232386 
synaptojanin 2 0.234686 
BRCA1 interacting protein C-terminal helicase 1 0.236669 
lysyl oxidase-like 1 0.236790 
unknown  0.237527 
pre-B-cell leukemia homeobox 1 0.238436 
cold inducible RNA binding protein 0.238924 
unknown  0.239140 
phosphoribosyl transferase domain containing 1 0.240885 
prickle homolog 1 (Drosophila) 0.241986 
family with sequence similarity 129, member A 0.242871 
centrosomal protein 128kDa 0.243155 
interleukin 17 receptor C 0.243189 
thymocyte selection-associated high mobility group box 0.243695 
xxxvi 
 
uncharacterized LOC728903///uncharacterized locus MGC21881 0.243903 
cAMP responsive element binding protein 5///uncharacterized LOC401317 0.243960 
gremlin 1, DAN family BMP antagonist 0.244118 
cyclin-dependent kinase 15 0.244526 
prickle homolog 1 (Drosophila) 0.245315 
tetratricopeptide repeat domain 40 0.245541 
prostaglandin E synthase 0.246670 
solute carrier family 36 (proton/amino acid symporter), member 4 0.247023 
USP6NL intronic transcript 1 (non-protein coding) 0.247358 
nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 3///RPS10-NUDT3 
readthrough 
0.248435 
tubulin, gamma complex associated protein 5 0.249310 
paraspeckle component 1 0.250323 
embigin 0.250371 
thymic stromal lymphopoietin 0.251647 
neurotrimin-like///neurotrimin 0.251680 
transmembrane protein 129 0.252262 
SPOC domain containing 1 0.252361 
leucine rich repeat neuronal 3 0.252999 
lipase, endothelial 0.253737 
tetratricopeptide repeat domain 3///tetratricopeptide repeat domain 3 pseudogene 1 0.256712 
unknown  0.258206 
tissue factor pathway inhibitor 2 0.260356 
PDX1 C-terminal inhibiting factor 1 0.261110 
integrin, alpha 6 0.261663 
kelch-like family member 5 0.262209 
diacylglycerol kinase, iota 0.264207 
phosphodiesterase 5A, cGMP-specific 0.265764 
basic helix-loop-helix family, member e41 0.267245 
uncharacterized LOC285540///phosphatidylinositol 4-kinase type 2 beta 0.267348 
unknown  0.267540 
secreted frizzled-related protein 1 0.268260 
Cdc42 guanine nucleotide exchange factor (GEF) 9 0.269523 
KIAA0101 0.269624 
Bardet-Biedl syndrome 4 0.271673 
unknown  0.271935 
hemicentin 1 0.273060 
xxxvii 
 
methyltransferase like 7B 0.273318 
postmeiotic segregation increased 2 pseudogene 1///                                                                      
postmeiotic segregation increased 2 pseudogene 5 
0.274894
Rho GTPase activating protein 31 0.274982 
unknown  0.275138 
prostate androgen-regulated mucin-like protein 1 0.276462 
zinc finger, CCHC domain containing 10 0.278149 
unknown  0.278905 
B9 protein domain 1 0.279023 
hedgehog interacting protein 0.279569 
ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial Fo complex, subunit s (factor B) 0.280272 
phenazine biosynthesis-like protein domain containing 0.280466 
TAF9B RNA polymerase II, TATA box binding protein (TBP)-associated factor, 31kDa 0.280766 
sarcoglycan, delta (35kDa dystrophin-associated glycoprotein) 0.280981 
LOC100289561-PRKRIP1 readthrough///PRKR interacting protein 1 (IL11 inducible) 0.281559 
GINS complex subunit 2 (Psf2 homolog) 0.283699 
uveal autoantigen with coiled-coil domains and ankyrin repeats 0.283753 
RAB27B, member RAS oncogene family 0.284144 
EP400 N-terminal like 0.284228 
integrin, beta 8 0.284405 
sushi, nidogen and EGF-like domains 1 0.285618 
RAD23 homolog B (S. cerevisiae) 0.286197 
phosphorylase, glycogen; brain 0.286432 
nei endonuclease VIII-like 3 (E. coli) 0.286441 
dehydrogenase/reductase (SDR family) member 11 0.287717 
glutamyl aminopeptidase (aminopeptidase A) 0.288131 
nucleotide binding protein 2 0.288243 
hCG1645220 0.288697 
EGF-like repeats and discoidin I-like domains 3 0.289622 
unknown  0.289626 
signal peptide, CUB domain, EGF-like 3 0.290000 
NULL///NULL 0.290253 
zinc finger protein 423 0.291462 
KIAA0141 0.291587 
ELAV (embryonic lethal, abnormal vision, Drosophila)-like 1 (Hu antigen R) 0.291963 
mesenchyme homeobox 2 0.292079 
tissue factor pathway inhibitor 2 0.292332 
xxxviii 
 
BRCA1 interacting protein C-terminal helicase 1 0.292653 
G patch domain containing 2 0.293174 
solute carrier family 35, member F5 0.294763 
RAB11B antisense RNA 1 0.294938 
tenascin C 0.295658 
unknown  0.295803 
actin, gamma 1 pseudogene 4///amylase, alpha 1A (salivary)///amylase, alpha 1B 
(salivary)///amylase, alpha 1C (salivary)///amylase, alpha 2A (pancreatic)///amylase, 
alpha 2B (pancreatic) 
0.295828 
unknown 0.295847 
leucine rich repeat containing 34 0.297045 
vaccinia related kinase 1 0.297327 
protein disulfide isomerase family A, member 5 0.297366 
phosphatase and actin regulator 2 0.297726 
low density lipoprotein receptor-related protein 8, apolipoprotein e receptor 0.297848 
regulator of calcineurin 2 0.299331 
calcium/calmodulin-dependent protein kinase II delta 0.299623 
ring finger protein 14 0.299687 
3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase 1 (soluble) 0.299773 
dystrophin 0.299932 
fumarate hydratase 0.300229 
paired related homeobox 1 0.300261 
A kinase (PRKA) anchor protein 7 0.300787 
neuron navigator 3 0.300901 
hedgehog interacting protein 0.301345 
S1 RNA binding domain 1 0.301669 
phosphatidylinositol 3-kinase, catalytic subunit type 3 0.302021 
THAP domain containing, apoptosis associated protein 2 0.302288 
tetratricopeptide repeat domain 39C 0.303580 
matrix metallopeptidase 1 (interstitial collagenase) 0.303999 
guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 2 0.304037 
immunoglobulin superfamily containing leucine-rich repeat 0.304092 
thioredoxin-related transmembrane protein 4 0.304627 
cyclin E2 0.304966 
single-stranded DNA binding protein 2 0.305266 
lumican 0.305325 
integrin alpha FG-GAP repeat containing 1 0.305329 
xxxix 
 
collagen, type XI, alpha 1 0.306319 
death-associated protein 0.307532 
kelch-like family member 7 0.307586 
MDS1 and EVI1 complex locus 0.307624 
synaptotagmin-like 2 0.307976 
Rho GTPase activating protein 18 0.308274 
contactin associated protein-like 3///contactin associated protein-like 3B 0.308327 
chromosome 1 open reading frame 112 0.308479 
centromere protein K 0.308837 
receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 1 0.309251 
GLI pathogenesis-related 1 0.309789 
unknown 0.310053 
melanoma antigen family D, 1 0.310355 
synaptojanin 2 0.310585 
echinoderm microtubule associated protein like 1 0.311200 
muscleblind-like splicing regulator 3 0.311867 
zinc finger, MYM-type 5 0.313217 
cell division cycle associated 7 0.313524 
dipeptidyl-peptidase 4 0.313598 
chemokine (C-X-C motif) ligand 5 0.314339 
denticleless E3 ubiquitin protein ligase homolog (Drosophila) 0.314362 
unknown  0.314405 
TEK tyrosine kinase, endothelial 0.315191 
TAF9B RNA polymerase II, TATA box binding protein (TBP)-associated factor, 31kDa 0.315780 
solute carrier family 7 (anionic amino acid transporter light chain, xc- system), member 
11 
0.316031 
docking protein 7 0.317307 
La ribonucleoprotein domain family, member 6 0.318171 
inhibitor of DNA binding 4, dominant negative helix-loop-helix protein 0.318250 
peptidase domain containing associated with muscle regeneration 1 0.318485 
apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like 3B 0.319070 
prune homolog 2 (Drosophila) 0.319858 
minichromosome maintenance complex component 4 0.319896 
EH-domain containing 1 0.319905 
phosphodiesterase 1A, calmodulin-dependent 0.320449 
adhesion molecule with Ig-like domain 2 0.320679 
uncharacterized LOC728730 0.320718 
xl 
 
matrix-remodelling associated 5 0.320860 
cysteine-rich protein 1 (intestinal) 0.321226 
nucleosome assembly protein 1-like 3 0.321335 
myocyte enhancer factor 2C 0.321369 
inhibin, beta A 0.321574 
DEP domain containing 1B 0.321800 
SHC SH2-domain binding protein 1 0.321871 
uncharacterized LOC100506377 0.321969 
protein phosphatase 2, catalytic subunit, alpha isozyme 0.322112 
deleted in lymphocytic leukemia 2 (non-protein coding)///                                           
deleted in lymphocytic leukemia 2-like 
0.322186 
cylindromatosis (turban tumor syndrome) 0.322568 
unknown  0.322614 
synovial sarcoma, X breakpoint 2 interacting protein 0.322883 
amyotrophic lateral sclerosis 2 (juvenile) 0.323386 
unknown  0.323858 
protease, serine, 12 (neurotrypsin, motopsin) 0.324439 
SPC25, NDC80 kinetochore complex component 0.324751 
furry homolog (Drosophila) 0.324953 
ADAM metallopeptidase domain 10 0.325130 
transmembrane protein 67 0.325244 
ribosomal protein S6 kinase, 70kDa, polypeptide 2 0.325343 
mitochondrial ribosome-associated GTPase 1 0.326078 
UDP-glucose glycoprotein glucosyltransferase 2 0.326185 
unknown  0.326304 
methylmalonyl CoA epimerase 0.326370 
islet cell autoantigen 1,69kDa-like 0.327221 
aspartylglucosaminidase 0.327587 
ubiquilin 4 0.327821 
RPGRIP1-like 0.327899 
malic enzyme 3, NADP(+)-dependent, mitochondrial 0.328025 
non-SMC condensin I complex, subunit H 0.329368 
ceroid-lipofuscinosis, neuronal 6, late infantile, variant 0.329759 
GC-rich sequence DNA-binding factor 2 0.330034 
unknown  0.330336 
RAB39B, member RAS oncogene family 0.330336 
reticulocalbin 3, EF-hand calcium binding domain 0.330515 
xli 
 
cytochrome P450, family 27, subfamily C, polypeptide 1 0.330960 
long intergenic non-protein coding RNA 883 0.331907 
unknown  0.332346 
shisa homolog 2 (Xenopus laevis) 0.332351 
high mobility group AT-hook 2 0.332506 
family with sequence similarity 208, member B 0.332613 
heat shock 70kDa protein 5 (glucose-regulated protein, 78kDa) 0.332922 
unknown  0.333777 
RAD51 associated protein 1 0.334456 
reticulocalbin 3, EF-hand calcium binding domain 0.335412 
insulin-like growth factor binding protein 3 0.335885 
stearoyl-CoA desaturase (delta-9-desaturase) 0.335928 
CD200 molecule 0.336148 
acetyl-CoA acetyltransferase 2 0.336389 
integrin, beta 1 (fibronectin receptor, beta polypeptide, antigen CD29 includes MDF2, 
MSK12) 
0.336905 
phosphodiesterase 1A, calmodulin-dependent 0.337444 
myocyte enhancer factor 2C 0.338416 
fumarate hydratase 0.338636 
lymphocyte-specific protein 1 pseudogene 0.340026 
collagen, type XII, alpha 1 0.340394 
minichromosome maintenance complex component 6 0.340841 
receptor accessory protein 1 0.340924 
regulator of G-protein signaling 20 0.341385 
H2A histone family, member V 0.341885 
LPS-responsive vesicle trafficking, beach and anchor containing 0.342000 
unknown  0.342689 
EPH receptor A4 0.342787 
glycosyltransferase 8 domain containing 2 0.343658 
histidine triad nucleotide binding protein 2 0.344262 
exocyst complex component 6 0.344434 
interferon, gamma-inducible protein 30///                                                                            
phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 2 (beta) 
0.344803 
sorting nexin 8 0.344834 
deoxyuridine triphosphatase 0.344874 
taspase, threonine aspartase, 1 0.344990 
neuropilin (NRP) and tolloid (TLL)-like 2 0.345070 
xlii 
 
N-acetyltransferase 14 (GCN5-related, putative) 0.345905 
N-acetylglucosaminidase, alpha 0.346286 
acid phosphatase 2, lysosomal 0.346305 
cAMP responsive element binding protein 5///uncharacterized LOC401317 0.346481 
protease, serine, 2 (trypsin 2)///protease, serine, 3 0.346588 
monooxygenase, DBH-like 1 0.347122 
angiopoietin 2 0.347242 
unknown  0.347432 
FSHD region gene 1 pseudogene 0.347593 
MMP24 antisense RNA 1 0.347694 
RAB GTPase activating protein 1 0.347795 
plasminogen activator, urokinase 0.348118 
solute carrier family 44, member 1 0.348325 
receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 1 0.348479 
baculoviral IAP repeat containing 5 0.348523 
BMP2 inducible kinase 0.348686 
sterol regulatory element binding transcription factor 1 0.349105 
spermatogenesis associated, serine-rich 2-like 0.349787 
protein kinase (cAMP-dependent, catalytic) inhibitor alpha 0.350043 
clathrin, light chain A 0.350160 
gremlin 1, DAN family BMP antagonist 0.350173 
ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, delta subunit 0.350295 
TBC1 domain family, member 8B (with GRAM domain) 0.350716 
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 12 0.351475 
chromosome 19 open reading frame 60 0.351664 
follistatin-like 1 0.352151 
GTPase activating protein (SH3 domain) binding protein 1 0.352611 
ankyrin 3, node of Ranvier (ankyrin G) 0.352695 
forkhead box P1 0.352774 
fumarate hydratase 0.352815 
SH2B adaptor protein 3 0.352875 
LPS-responsive vesicle trafficking, beach and anchor containing 0.353058 
extracellular leucine-rich repeat and fibronectin type III domain containing 2 0.353118 
spindle apparatus coiled-coil protein 1 0.353359 
chromosome X open reading frame 69-like 0.353527 
male-specific lethal 1 homolog (Drosophila) 0.354063 
NULL///NULL 0.354220 
xliii 
 
protein tyrosine phosphatase type IVA, member 2 0.354242 
protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 2 0.354365 
cell division cycle 6 0.354479 
exostosin glycosyltransferase 1 0.354506 
Myb/SANT-like DNA-binding domain containing 3 0.354984 
coatomer protein complex, subunit zeta 2 0.355233 
solute carrier family 25 (aspartate/glutamate carrier), member 12 0.355262 
annexin A7 0.355297 
RNA binding motif protein 4 0.355558 
unknown  0.355885 
ubiquitin-conjugating enzyme E2, J1 0.356101 
nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 12 0.356111 
SEC16 homolog B (S. cerevisiae) 0.356168 
histamine N-methyltransferase 0.356373 
unknown  0.356629 
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D (AU-rich element RNA binding protein 1, 
37kDa) 
0.356931 
LIM and senescent cell antigen-like domains 3///                                                                                        
LIM and senescent cell antigen-like domains 3-like 
0.357014 
dermatan sulfate epimerase-like 0.358535 
methyltransferase like 25 0.359446 
nephronophthisis 1 (juvenile) 0.359462 
cAMP responsive element modulator 0.359615 
intraflagellar transport 80 homolog (Chlamydomonas) 0.359652 
neuronal regeneration related protein 0.359668 
small integral membrane protein 4 0.359743 
KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) endoplasmic reticulum protein retention receptor 3 0.360551 
centrosomal protein 57kDa-like 1 0.361003 
RNA exonuclease 2 0.361702 
katanin p80 (WD repeat containing) subunit B 1 0.362391 
acyl-CoA binding domain containing 6 0.362427 
serine palmitoyltransferase, long chain base subunit 1 0.362740 
acyl-CoA synthetase short-chain family member 3 0.362890 
zinc finger protein 174 0.363026 
2'-deoxynucleoside 5'-phosphate N-hydrolase 1 0.363283 
phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis, class X 0.363635 
unkempt homolog (Drosophila) 0.363683 
xliv 
 
myogenin (myogenic factor 4) 0.364419 
ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial Fo complex, subunit s (factor B) 0.364828 
excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, complementation group 1 
(includes overlapping antisense sequence) 
0.364954 
transcription factor 7 (T-cell specific, HMG-box) 0.365121 
F-box protein 4 0.365152 
retinol binding protein 1, cellular 0.365450 
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D (AU-rich element RNA binding protein 1, 
37kDa) 
0.365951 
parvin, beta 0.366094 
TIMP metallopeptidase inhibitor 3 0.366543 
GLI pathogenesis-related 1 0.366667 
oxysterol binding protein-like 6 0.367526 
follistatin    0.368396 
family with sequence similarity 49, member B 0.368415 
ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 7 0.369035 
YEATS domain containing 4 0.369079 
branched chain keto acid dehydrogenase E1, beta polypeptide 0.369639 
phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis, class K 0.369694 
tumor suppressor candidate 3 0.369721 
kinesin family member 11 0.369915 
LIM domain binding 2 0.370336 
FERM domain containing 6 0.370426 
frizzled family receptor 6 0.370871 
NULL///NULL 0.371071 
ERGIC and golgi 2 0.371450 
CD248 molecule, endosialin 0.371588 
denticleless E3 ubiquitin protein ligase homolog (Drosophila) 0.371728 
signal peptidase complex subunit 2 homolog (S. cerevisiae) 0.371905 
unknown  0.371916 
spindle and kinetochore associated complex subunit 2 0.372119 
integral membrane protein 2A 0.372172 
glioblastoma amplified sequence 0.372547 
pleiotrophin 0.373518 
H3 histone, family 3A///H3 histone, family 3B (H3.3B)///microRNA 4738 0.373997 
furry homolog (Drosophila) 0.374655 
phosphatase and actin regulator 2 0.374795 
xlv 
 
uncharacterized LOC100287387 0.374862 
succinate-CoA ligase, GDP-forming, beta subunit 0.375329 
collagen triple helix repeat containing 1 0.375333 
ADAM metallopeptidase domain 12 0.375369 
tetraspanin 4 0.375532 
mab-21-like 2 (C. elegans) 0.375626 
thymidine kinase 1, soluble 0.375751 
microfibrillar associated protein 5 0.375788 
slingshot protein phosphatase 3 0.376265 
carbohydrate (chondroitin 4) sulfotransferase 11 0.376433 
pleiotrophin 0.376461 
solute carrier family 41, member 2 0.376583 
NULL///NULL 0.377559 
transcription factor Dp-1 0.378016 
unknown  0.378151 
ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 5 0.378177 
unknown  0.378632 
unknown  0.378830 
PDX1 C-terminal inhibiting factor 1 0.379305 
SRY (sex determining region Y)-box 9 0.379561 
dedicator of cytokinesis 5 0.379673 
NULL///NULL 0.379890 
hedgehog interacting protein 0.380021 
leucine rich repeat containing 34 0.380153 
ADAM metallopeptidase domain 12 0.380184 
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D (AU-rich element RNA binding protein 1, 
37kDa) 
0.380234 
MMP24 antisense RNA 1 0.380476 
host cell factor C1 regulator 1 (XPO1 dependent) 0.380958 
transcription factor 25 (basic helix-loop-helix) 0.380966 
SEC14-like 2 (S. cerevisiae) 0.381247 
KRAB box domain containing 1 0.381282 
centromere protein H 0.381373 
unknown  0.381802 
ATPase, aminophospholipid transporter, class I, type 8B, member 1 0.382133 
acidic (leucine-rich) nuclear phosphoprotein 32 family, member A 0.382168 
FtsJ RNA methyltransferase homolog 1 (E. coli) 0.382289 
xlvi 
 
monooxygenase, DBH-like 1 0.382556 
non-SMC element 4 homolog A (S. cerevisiae) 0.382824 
S100 calcium binding protein A4 0.382877 
scavenger receptor class A, member 3 0.383227 
lysophosphatidylcholine acyltransferase 3 0.383507 
deleted in lymphocytic leukemia 2 (non-protein coding) 0.383576 
3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase 1 (soluble) 0.383669 
SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin,                                     
subfamily e, member 1 
0.383703
UDP glucuronosyltransferase 2 family, polypeptide B4 0.383846 
sulfotransferase family, cytosolic, 1B, member 1 0.384006 
unknown  0.384063 
non-SMC condensin I complex, subunit G 0.384262 
RAB2A, member RAS oncogene family 0.384525 
aspartate beta-hydroxylase 0.385125 
ERI1 exoribonuclease family member 2 0.385210 
small nuclear ribonucleoprotein polypeptides B and B1 0.385494 
solute carrier family 16, member 4 (monocarboxylic acid transporter 5) 0.385727 
nephronophthisis 1 (juvenile) 0.385797 
presenilin associated, rhomboid-like 0.386120 
cell division cycle 25C 0.386223 
actin, alpha 1, skeletal muscle 0.386687 
destrin (actin depolymerizing factor) pseudogene 1///NULL 0.386795 
WD repeat domain 76 0.386955 
unknown  0.387004 
neuron navigator 1 0.387292 
Snf2-related CREBBP activator protein 0.387379 
pleiotrophin 0.387836 
unknown  0.388179 
prickle homolog 1 (Drosophila) 0.388355 
adenosine kinase 0.388500 
adenosine kinase 0.388995 
ELAV (embryonic lethal, abnormal vision, Drosophila)-like 2 (Hu antigen B) 0.389049 
ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, delta subunit 0.389053 
pterin-4 alpha-carbinolamine dehydratase/                                                                                              
dimerization cofactor of hepatocyte nuclear factor 1 alpha (TCF1) 2 
0.389214
transmembrane protein 69 0.389437 
xlvii 
 
thymidine kinase 1, soluble 0.389510 
secreted frizzled-related protein 1 0.390285 
BMP2 inducible kinase 0.390614 
katanin p80 subunit B-like 1 0.391247 
neurotrimin-like///neurotrimin 0.391375 
non-SMC element 4 homolog A (S. cerevisiae) 0.391670 
integrin, alpha 4 (antigen CD49D, alpha 4 subunit of VLA-4 receptor) 0.391684 
D-tyrosyl-tRNA deacylase 1 0.391821 
beta-1,3-N-acetylgalactosaminyltransferase 1 (globoside blood group) 0.392322 
inositol monophosphatase domain containing 1 0.392696 
paraneoplastic Ma antigen family-like 1 0.392846 
StAR-related lipid transfer (START) domain containing 4 0.393016 
exocyst complex component 6 0.393056 
LIM domain only 4 0.394060 
phosphomannomutase 2 0.394523 
integral membrane protein 2A 0.394551 
collagen, type I, alpha 1 0.394756 
cadherin 11, type 2, OB-cadherin (osteoblast) 0.395153 
QKI, KH domain containing, RNA binding 0.395172 
cathepsin O 0.395766 
SPC24, NDC80 kinetochore complex component 0.395823 
unknown  0.395894 
trio Rho guanine nucleotide exchange factor 0.395973 
CDC42 effector protein (Rho GTPase binding) 3 0.396936 
synaptotagmin binding, cytoplasmic RNA interacting protein 0.397361 
collagen, type IV, alpha 5 0.397725 
insulin-like growth factor binding protein 3 0.397787 
aquaporin 3 (Gill blood group) 0.397824 
Kruppel-like factor 12 0.397897 
ORAI calcium release-activated calcium modulator 2 0.398198 
integrin, beta-like 1 (with EGF-like repeat domains) 0.398293 
sarcospan 0.398466 
inhibitor of DNA binding 4, dominant negative helix-loop-helix protein 0.398513 
fatty acyl CoA reductase 2 0.398637 
NULL///NULL 0.398792 
transcription factor 25 (basic helix-loop-helix) 0.398961 
G protein-coupled receptor 85 0.398999 
xlviii 
 
uncharacterized LOC644873 0.399115 
acetylserotonin O-methyltransferase-like 0.399124 
aspartate beta-hydroxylase 0.399532 
centlein, centrosomal protein 0.399706 
sarcospan 0.399841 
tissue specific transplantation antigen P35B 0.399981 
ring finger protein 126 0.400010 
relaxin/insulin-like family peptide receptor 1 0.400164 
thrombospondin, type I, domain containing 4 0.400212 
H2A histone family, member V 0.400396 
parvin, beta 0.400487 
major facilitator superfamily domain containing 1 0.400742 
discs, large (Drosophila) homolog-associated protein 5 0.400844 
P2RX5-TAX1BP3 readthrough///Tax1 (human T-cell leukemia virus type I) binding 
protein 3 
0.400914 
myocyte enhancer factor 2B///MEF2B neighbor///MEF2BNB-MEF2B readthrough 0.401005 
RIO kinase 2 0.401155 
forkhead box L1 0.401159 
GINS complex subunit 4 (Sld5 homolog) 0.401342 
doublecortin-like kinase 1 0.401492 
synovial sarcoma, X breakpoint 2 interacting protein 0.402183 
ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 5 0.402356 
MON2 homolog (S. cerevisiae) 0.402501 
cell division cycle associated 3 0.402605 
G1 to S phase transition 1 0.402640 
myristoylated alanine-rich protein kinase C substrate 0.402784 
trio Rho guanine nucleotide exchange factor 0.402876 
GC-rich sequence DNA-binding factor 2 0.403196 
chromosome 7 open reading frame 50 0.403286 
F-box and leucine-rich repeat protein 17 0.403704 
protein tyrosine phosphatase type IVA, member 2 0.404426 
A kinase (PRKA) anchor protein (yotiao) 9 0.404620 
secreted protein, acidic, cysteine-rich (osteonectin) 0.404847 
antigen identified by monoclonal antibody Ki-67 0.404977 
F-box protein 38 0.404990 
methionyl aminopeptidase 2 0.405149 
single stranded DNA binding protein 3 0.405244 
xlix 
 
meteorin, glial cell differentiation regulator 0.405293 
NDC80 kinetochore complex component 0.405696 
uncharacterized LOC100131262 0.405861 
transmembrane protein 133 0.405924 
ST8 alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8-sialyltransferase 4 0.406223 
kinesin family member 20B 0.406563 
fibroblast growth factor 14 0.406714 
dedicator of cytokinesis 5 0.406939 
NULL///NULL 0.407206 
collagen, type XII, alpha 1 0.407292 
lumican 0.407324 
excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, complementation group 8 0.407509 
carbohydrate (keratan sulfate Gal-6) sulfotransferase 1 0.407571 
SUB1 homolog (S. cerevisiae) 0.407877 
aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like 2 0.407892 
solute carrier family 1 (neuronal/epithelial high affinity glutamate transporter, system 
Xag),              member 1 
0.408035 
ring finger and CHY zinc finger domain containing 1, E3 ubiquitin protein ligase 0.408164 
arylsulfatase D 0.408468 
lysophosphatidic acid receptor 4 0.408501 
SLIT and NTRK-like family, member 4 0.408801 
unknown  0.409305 
paraspeckle component 1 0.409500 
coronin, actin binding protein, 2B 0.409619 
growth factor, augmenter of liver regeneration 0.410250 
zinc finger, C4H2 domain containing 0.410343 
uncharacterized LOC100129884 0.410560 
coatomer protein complex, subunit zeta 1 0.410825 
neuropilin (NRP) and tolloid (TLL)-like 2 0.411201 
tetraspanin 4 0.411328 
Bardet-Biedl syndrome 7 0.411526 
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U-like 1 0.411690 
DDB1 and CUL4 associated factor 16 0.412209 
isoprenylcysteine carboxyl methyltransferase 0.412359 
neuronal regeneration related protein 0.412540 
latrophilin 2 0.412556 
O-sialoglycoprotein endopeptidase 0.412613 
l 
 
RNA binding motif protein 43 0.412725 
claspin 0.413065 
flap structure-specific endonuclease 1 0.413360 
potassium large conductance calcium-activated channel, subfamily M, alpha member 1 0.413387 
kelch-like family member 7 0.413531 
ZFHX4 antisense RNA 1 0.413795 
ubiquitin specific peptidase 6 (Tre-2 oncogene) 0.414007 
NULL///NULL 0.414160 
minichromosome maintenance complex component 10 0.414200 
claudin 11 0.414289 
tumor necrosis factor, alpha-induced protein 8 0.414456 
interleukin 1 receptor accessory protein 0.414494 
ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 9 0.414799 
zinc finger protein 226 0.414859 
EF-hand calcium binding domain 2 0.415019 
GLI pathogenesis-related 1 0.415171 
ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase L5 0.415304 
matrix-remodelling associated 7 0.415403 
non-SMC condensin II complex, subunit G2 0.415476 
laminin, alpha 4 0.416439 
PDZ binding kinase 0.416445 
transcription factor 12 0.416476 
glutathione S-transferase zeta 1 0.416554 
alkB, alkylation repair homolog 3 (E. coli) 0.417169 
ADAM metallopeptidase domain 12///ADAM12 overlapping transcript 1 (non-protein 
coding) 
0.417287 
aurora kinase B 0.417356 
RNA binding motif protein, X-linked///small nucleolar RNA, C/D box 61 0.417773 
vacuolar protein sorting 51 homolog (S. cerevisiae) 0.417905 
uncharacterized LOC100509635 0.417975 
eukaryotic translation initiation factor 3, subunit E 0.418406 
ADP-ribosylation factor-like 3 0.418430 
pterin-4 alpha-carbinolamine dehydratase/                                                                                              
dimerization cofactor of hepatocyte nuclear factor 1 alpha (TCF1) 2 
0.418476
wingless-type MMTV integration site family, member 5A 0.418632 
oxidoreductase NAD-binding domain containing 1 0.418676 
inhibin, beta A 0.418878 
li 
 
forkhead box O4 0.418907 
minichromosome maintenance complex component 5 0.419090 
CAP-GLY domain containing linker protein 1 0.419476 
ATPase, class I, type 8B, member 4 0.419898 
chromosome X open reading frame 38 0.419972 
pleckstrin homology domain containing, family H (with MyTH4 domain) member 2 0.420107 
cyclin-dependent kinase inhibitor 2C (p18, inhibits CDK4) 0.420492 
zinc finger protein 567 0.420505 
ubiquitin-like with PHD and ring finger domains 1 0.420788 
asp (abnormal spindle) homolog, microcephaly associated (Drosophila) 0.420844 
nuclear protein, ataxia-telangiectasia locus 0.420853 
calmodulin 1 (phosphorylase kinase, delta)///calmodulin 2 (phosphorylase kinase, 
delta)///calmodulin 3 (phosphorylase kinase, delta) 
0.421078 
P2RX5-TAX1BP3 readthrough///Tax1 (human T-cell leukemia virus type I) binding 
protein 3 
0.421118 
histone deacetylase 8 0.421449 
GTPase activating protein (SH3 domain) binding protein 1 0.421468 
G elongation factor, mitochondrial 1 0.421618 
solute carrier family 39 (zinc transporter), member 7 0.421752 
beta 1,3-galactosyltransferase-like 0.422061 
prickle homolog 1 (Drosophila) 0.422249 
chromobox homolog 5 0.422357 
synovial sarcoma, X breakpoint 2 interacting protein 0.422601 
hexosaminidase A (alpha polypeptide) 0.422836 
mitochondrial intermediate peptidase 0.422857 
fibrillin 1 0.422977 
troponin C type 2 (fast) 0.423070 
spindle and kinetochore associated complex subunit 2 0.423323 
phospholipase C, beta 1 (phosphoinositide-specific) 0.423418 
high mobility group box 1 0.423520 
fibronectin type III and SPRY domain containing 1-like 0.423661 
minichromosome maintenance complex component 4 0.423674 
netrin G1 0.423765 
trio Rho guanine nucleotide exchange factor 0.423804 
non-SMC condensin I complex, subunit G 0.424251 
prostaglandin E synthase 0.424356 
chromatin accessibility complex 1 0.425202 
lii 
 
chromosome 9 open reading frame 72 0.425609 
phosphofurin acidic cluster sorting protein 2 0.425648 
TatD DNase domain containing 3 0.425671 
minichromosome maintenance complex component 5 0.425862 
fibroblast growth factor 14 0.426547 
unknown  0.426574 
coiled-coil domain containing 85A 0.426611 
minichromosome maintenance complex component 2 0.427061 
coiled-coil domain containing 50 0.427361 
Fanconi anemia, complementation group D2 0.427634 
interferon-induced protein 44 0.428140 
protein phosphatase 1, catalytic subunit, beta isozyme 0.428205 
nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 5 0.428748 
glutathione S-transferase alpha 4 0.428838 
ADP-ribosylation factor 3 0.428891 
midline 1 (Opitz/BBB syndrome) 0.428957 
solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; Graves disease autoantigen), member 16 0.429381 
natriuretic peptide receptor C/guanylate cyclase C (atrionatriuretic peptide receptor C) 0.429454 
1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 9 0.429878 
putative homeodomain transcription factor 1 0.430285 
inhibitor of DNA binding 4, dominant negative helix-loop-helix protein 0.430306 
DENN/MADD domain containing 5B 0.430392 
F-box protein 5 0.430665 
EGF, latrophilin and seven transmembrane domain containing 1 0.430801 
coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing 5 0.430832 
collagen, type I, alpha 1 0.430930 
family with sequence similarity 111, member B 0.431012 
unknown  0.431110 
COX20 cytochrome C oxidase assembly factor 0.431374 
fucosidase, alpha-L- 2, plasma 0.431389 
polymerase (DNA directed), epsilon 2, accessory subunit 0.431559 
excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, complementation group 1 
(includes overlapping antisense sequence) 
0.431609 
GLI pathogenesis-related 1 0.431684 
glycine amidinotransferase (L-arginine:glycine amidinotransferase) 0.431708 
proteolipid protein 1 0.431825 
NULL///NULL 0.431911 
liii 
 
ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 6 0.432085 
unknown  0.432133 
caspase recruitment domain family, member 8 0.432251 
methylmalonic aciduria (cobalamin deficiency) cblB type 0.432286 
RAD9-HUS1-RAD1 interacting nuclear orphan 1 0.432657 
transforming growth factor, beta 2 0.432820 
ribosomal protein S6 kinase, 90kDa, polypeptide 3 0.432875 
G protein-coupled receptor 137 0.433074 
endosulfine alpha 0.433169 
TBC1 domain family, member 8B (with GRAM domain) 0.433654 
glutaminyl-peptide cyclotransferase 0.433865 
ferrochelatase 0.433878 
septin 2 0.434091 
collagen, type XII, alpha 1 0.434564 
serine/threonine kinase 32C 0.434600 
OTU domain, ubiquitin aldehyde binding 1 0.435056 
mitochondrial ribosomal protein S14 0.435250 
fidgetin-like 1 0.435253 
DNA meiotic recombinase 1 0.435512 
PRA1 domain family, member 2 0.435544 
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein C (C1/C2) 0.435592 
NULL///NULL 0.435723 
serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 9 0.435972 
histone cluster 1, H4a///histone cluster 1, H4b///histone cluster 1, H4c///histone cluster 1, 
H4d///histone cluster 1, H4e///histone cluster 1, H4f///histone cluster 1, H4h///histone 
cluster 1, H4i///histone cluster 1, H4j///histone cluster 1, H4k///histone cluster 1, 
H4l///histone cluster 2, H4a///histone cluster 2, H4b///histone cluster 4, H4 
0.436000 
YY1 associated factor 2 0.436052 
fused in sarcoma 0.436120 
coiled-coil domain containing 113 0.436393 
NULL///NULL 0.436521 
sideroflexin 3 0.437034 
beta-1,3-N-acetylgalactosaminyltransferase 1 (globoside blood group) 0.437411 
family with sequence similarity 175, member A 0.437412 
FK506 binding protein 2, 13kDa 0.437599 
mesenteric estrogen-dependent adipogenesis 0.437752 
phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis, class B 0.437905 
liv 
 
protein phosphatase 2, regulatory subunit B'', alpha 0.437952 
EF-hand calcium binding domain 2 0.438170 
SIN3 transcription regulator homolog A (yeast) 0.438347 
NULL///NULL 0.438512 
heparan sulfate (glucosamine) 3-O-sulfotransferase 3A1 0.438550 
nuclear receptor subfamily 0, group B, member 1 0.438791 
chromosome 19 open reading frame 60 0.438838 
unknown  0.438861 
Ras-like without CAAX 1 0.439071 
unknown  0.439107 
ankyrin repeat domain 35///ankyrin repeat domain-containing protein 35-like 0.439396 
myosin, light chain 5, regulatory 0.439535 
vesicle-associated membrane protein 2 (synaptobrevin 2) 0.439571 
unknown  0.440253 
eukaryotic translation initiation factor 5A 0.440361 
anti-silencing function 1B histone chaperone 0.440364 
general transcription factor IIH, polypeptide 2B (pseudogene) 0.440461 
netrin 4 0.440581 
ubiquitin-conjugating enzyme E2E 3 0.440739 
translin-associated factor X 0.440811 
family with sequence similarity 204, member A 0.440840 
M-phase phosphoprotein 6 0.441216 
calcium binding protein 39-like 0.441293 
Rtf1, Paf1/RNA polymerase II complex component, homolog (S. cerevisiae) 0.441458 
RAB3B, member RAS oncogene family 0.441586 
ATP-binding cassette, sub-family D (ALD), member 3 0.441595 
NULL///NULL 0.441716 
coagulation factor II (thrombin) receptor 0.441756 
COMM domain containing 2 0.441778 
transmembrane protein 246 0.442195 
fission 1 (mitochondrial outer membrane) homolog (S. cerevisiae) 0.442238 
phosphatidylinositol 3-kinase, catalytic subunit type 3 0.442275 
Rho-related BTB domain containing 3 0.442297 
proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, ATPase, 2 0.442679 
calumenin 0.442703 
secretogranin V (7B2 protein) 0.442991 
solute carrier family 26, member 4 0.443036 
lv 
 
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D (AU-rich element RNA binding protein 1, 
37kDa) 
0.443099 
argininosuccinate lyase 0.443190 
breast cancer 2, early onset 0.443806 
epidermal growth factor receptor 0.443830 
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 43 0.443935 
prostaglandin D2 receptor (DP) 0.443956 
dedicator of cytokinesis 5 0.444251 
chromodomain helicase DNA binding protein 9 0.445296 
ALG1, chitobiosyldiphosphodolichol beta-mannosyltransferase///NAGPA antisense RNA 
1 
0.445303 
prostaglandin-endoperoxide synthase 1 (prostaglandin G/H synthase and 
cyclooxygenase) 
0.445804 
dynein assembly factor with WDR repeat domains 1 0.445846 
mediator complex subunit 16 0.446124 
NULL///NULL 0.446139 
chromosome 5 open reading frame 34 0.446145 
mesoderm specific transcript 0.446261 
exosome component 3 0.446425 
long intergenic non-protein coding RNA 467 0.446454 
histamine receptor H4 0.446457 
solute carrier family 8 (sodium/calcium exchanger), member 1 0.446486 
solute carrier family 41, member 2 0.446563 
prostaglandin E synthase 2 0.446660 
zinc finger homeobox 3 0.446918 
melanoma antigen family D, 4///melanoma antigen family D, 4B///                                                                  
small nucleolar RNA, H/ACA box 11D 
0.446953
antigen identified by monoclonal antibody Ki-67 0.447142 
transmembrane protein 220 0.447222 
carbonyl reductase 3 0.447526 
AVL9 homolog (S. cerevisiase) 0.447775 
dihydrofolate reductase 0.447784 
DENN/MADD domain containing 2C 0.447819 
B-cell CLL/lymphoma 11A (zinc finger protein) 0.447894 
5'-nucleotidase, ecto (CD73) 0.447951 
AXL receptor tyrosine kinase 0.448059 
COX18 cytochrome C oxidase assembly factor 0.448182 
lvi 
 
G-2 and S-phase expressed 1 0.448183 
antigen identified by monoclonal antibody Ki-67 0.448192 
fibroblast growth factor (acidic) intracellular binding protein 0.448194 
leukemia inhibitory factor 0.448734 
hyaluronan synthase 2 0.448901 
DDB1 and CUL4 associated factor 8 0.449042 
RNA binding motif protein 45 0.449202 
excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, complementation group 1 
(includes overlapping antisense sequence) 
0.449237 
uncharacterized LOC101060023 0.449986 
charged multivesicular body protein 2B 0.450315 
melanoma antigen family H, 1 0.450403 
ribosomal modification protein rimK-like family member B 0.450479 
intraflagellar transport 81 homolog (Chlamydomonas) 0.450610 
laminin, gamma 2 0.450674 
neurochondrin 0.451159 
unknown  0.451618 
solute carrier family 1 (neuronal/epithelial high affinity glutamate transporter, system 
Xag), member 1 
0.451711 
fibronectin leucine rich transmembrane protein 2///uncharacterized LOC100506718 0.451814 
replication factor C (activator 1) 3, 38kDa 0.452199 
N-sulfoglucosamine sulfohydrolase 0.452408 
laminin, alpha 4 0.452444 
angiopoietin 2 0.452584 
protein arginine methyltransferase 6 0.452728 
phosphopantothenoylcysteine decarboxylase 0.452749 
tumor necrosis factor receptor superfamily, member 21 0.452929 
stearoyl-CoA desaturase (delta-9-desaturase) 0.452943 
CXXC finger protein 5 0.453182 
ring finger and CCCH-type domains 2 0.453335 
twist basic helix-loop-helix transcription factor 2 0.453378 
exosome component 9 0.453445 
periphilin 1 0.453463 
acetylserotonin O-methyltransferase-like 0.453535 
zinc finger, RAN-binding domain containing 3 0.453624 
unknown  0.453708 
calcium/calmodulin-dependent protein kinase IV 0.453917 
lvii 
 
aspartate beta-hydroxylase 0.453933 
unknown  0.454102 
myotubularin related protein 6 0.454177 
lamin A/C 0.454317 
DDHD domain containing 2 0.454334 
myosin, heavy chain 10, non-muscle 0.454445 
SPARC-like 1 (hevin) 0.454939 
uveal autoantigen with coiled-coil domains and ankyrin repeats 0.455006 
G elongation factor, mitochondrial 1 0.455375 
unknown  0.455909 
DDB1 and CUL4 associated factor 15 0.456473 
unknown  0.456660 
signal sequence receptor, gamma (translocon-associated protein gamma) 0.456796 
ArfGAP with FG repeats 1 0.456806 
serum deprivation response 0.456934 
mitochondrial ribosomal protein L30 0.457020 
transmembrane protein 135 0.457288 
N-myristoyltransferase 2 0.457500 
uncharacterized LOC100506730 0.457823 
p21 protein (Cdc42/Rac)-activated kinase 2 pseudogene 0.458578 
trio Rho guanine nucleotide exchange factor 0.458652 
BRCA1 associated RING domain 1 0.458723 
poly(A) binding protein, cytoplasmic 1-like 2A///poly(A) binding protein, cytoplasmic 
1-like 2B 
0.458809 
structural maintenance of chromosomes 4 0.458855 
RAB2A, member RAS oncogene family 0.458883 
sorcin 0.458884 
cAMP responsive element binding protein 3-like 2 0.458920 
ankyrin 3, node of Ranvier (ankyrin G) 0.458948 
ankyrin repeat domain 36///ankyrin repeat domain 36C///uncharacterized 
LOC100134365 
0.459006 
lamin A/C 0.459343 
SMEK homolog 2, suppressor of mek1 (Dictyostelium) 0.459430 
proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, ATPase, 2 0.459441 
unknown  0.459441 
ribosomal protein L23///small nucleolar RNA, H/ACA box 21 0.459517 
ADP-ribosylation factor 3 0.459658 
lviii 
 
unknown  0.459770 
meiosis-specific nuclear structural 1 0.460043 
uncharacterized LOC286272 0.460271 
caspase recruitment domain family, member 6 0.460396 
dehydrogenase E1 and transketolase domain containing 1 0.460717 
MKL/myocardin-like 2 0.460786 
abhydrolase domain containing 14B 0.460954 
fibroblast growth factor 14 0.461473 
tubulin tyrosine ligase-like family, member 7 0.461535 
egf-like module containing, mucin-like, hormone receptor-like 2 0.461550 
family with sequence similarity 129, member A 0.461555 
LSM5 homolog, U6 small nuclear RNA associated (S. cerevisiae) 0.461657 
myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia (trithorax homolog, Drosophila); 
translocated to, 11 
0.461716 
cytochrome c oxidase subunit VIIb 0.461786 
golgi reassembly stacking protein 2, 55kDa 0.461857 
collagen and calcium binding EGF domains 1 0.461937 
anaphase promoting complex subunit 5 0.462030 
pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 1 0.462092 
interferon induced transmembrane protein 10 0.462334 
succinate-CoA ligase, GDP-forming, beta subunit 0.462346 
uncharacterized LOC728730 0.462432 
paired related homeobox 1 0.462616 
high mobility group box 1 pseudogene 4///NULL 0.462662 
tRNA methyltransferase 11 homolog (S. cerevisiae) 0.462796 
unknown  0.462936 
dynamin 1-like 0.463033 
TAP binding protein-like 0.463112 
RAD9-HUS1-RAD1 interacting nuclear orphan 1 0.463428 
retinoblastoma binding protein 9 0.463445 
KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) endoplasmic reticulum protein retention receptor 3 0.463497 
chromosome 8 open reading frame 4 0.464395 
NULL///NULL 0.464473 
destrin (actin depolymerizing factor) pseudogene 2 0.464642 
activating transcription factor 6 0.464658 
nucleobindin 2 0.464689 
hepatoma-derived growth factor, related protein 3 0.464741 
lix 
 
erythrocyte membrane protein band 4.1-like 1 0.464771 
abhydrolase domain containing 2 0.465052 
kelch-like family member 26 0.465270 
NULL///NULL 0.465600 
early endosome antigen 1 0.465621 
asp (abnormal spindle) homolog, microcephaly associated (Drosophila) 0.465933 
von Willebrand factor A domain containing 8 0.466041 
transmembrane protein 222 0.466048 
chromosome 3 open reading frame 70 0.466180 
SMAD family member 3 0.466319 
acid phosphatase 6, lysophosphatidic 0.466355 
alkylglycerone phosphate synthase 0.466475 
Sp1 transcription factor 0.466475 
protein phosphatase 2, regulatory subunit B'', alpha 0.466714 
follistatin 0.466941 
synovial sarcoma, X breakpoint 2 interacting protein 0.467086 
pleckstrin and Sec7 domain containing 3 0.467139 
ZFP42 zinc finger protein 0.467221 
solute carrier family 41, member 2 0.467358 
stromal interaction molecule 2 0.467751 
nucleoporin 93kDa 0.468385 
microtubule-associated protein 1A 0.468701 
phosphatase and actin regulator 2 0.468718 
mitochondrial ribosome-associated GTPase 2 0.468734 
peroxisomal biogenesis factor 3 0.468756 
transmembrane protein 107 0.468771 
plasminogen activator, urokinase 0.468865 
unknown  0.469145 
transmembrane protein 80 0.469250 
poly(A) binding protein interacting protein 1 0.469645 
unknown  0.469926 
bone morphogenetic protein 5 0.470128 
Wolf-Hirschhorn syndrome candidate 1 0.470286 
karyopherin alpha 1 (importin alpha 5) 0.470377 
NHL repeat containing 2 0.470657 
coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing 7 0.470736 
protein disulfide isomerase family A, member 3 0.470762 
lx 
 
nuclear autoantigenic sperm protein (histone-binding) 0.470917 
ALG14, UDP-N-acetylglucosaminyltransferase subunit 0.471232 
3-oxoacid CoA transferase 1 0.471244 
uncharacterized LOC100128822 0.471428 
unknown  0.471738 
centromere protein I 0.471963 
dihydrofolate reductase 0.471987 
synaptotagmin binding, cytoplasmic RNA interacting protein 0.472398 
sema domain, immunoglobulin domain (Ig), short basic domain, secreted, (semaphorin) 
3C 
0.472421 
canopy 2 homolog (zebrafish) 0.472533 
aminoacyl tRNA synthetase complex-interacting multifunctional protein 1 0.472552 
serine/arginine-rich splicing factor 3 0.472883 
unknown  0.472977 
mitochondrial ribosomal protein L23 0.473028 
chromosome 6 open reading frame 141 0.473104 
sema domain, immunoglobulin domain (Ig), short basic domain, secreted, (semaphorin) 
3C 
0.473198 
uroporphyrinogen III synthase 0.473413 
unknown  0.473547 
centromere protein W 0.473879 
thymosin beta-15B-like///thymosin beta 15a///thymosin beta 15B 0.473903 
unknown  0.474145 
PRKC, apoptosis, WT1, regulator 0.474188 
charged multivesicular body protein 2B 0.474356 
SH3-domain GRB2-like endophilin B1 0.474365 
SAP30 binding protein 0.474510 
reversion-inducing-cysteine-rich protein with kazal motifs 0.474703 
lipolysis stimulated lipoprotein receptor 0.474751 
centlein, centrosomal protein 0.474832 
zinc finger protein 697 0.475100 
protein inhibitor of activated STAT, 2 0.475115 
forkhead box M1 0.475137 
protein tyrosine phosphatase, receptor type, R 0.475160 
SEC13 homolog (S. cerevisiae) 0.475686 
anaphase promoting complex subunit 1///anaphase-promoting complex subunit 1-like 0.475768 
intraflagellar transport 80 homolog (Chlamydomonas) 0.475818 
lxi 
 
alpha-methylacyl-CoA racemase///C1q and tumor necrosis factor related protein 
3///C1QTNF3-AMACR readthrough 
0.475987 
glycyl-tRNA synthetase 0.476045 
5'-nucleotidase, ecto (CD73) 0.476087 
N(alpha)-acetyltransferase 40, NatD catalytic subunit, homolog (S. cerevisiae) 0.476100 
endo/exonuclease (5'-3'), endonuclease G-like 0.476114 
matrix metallopeptidase 16 (membrane-inserted) 0.476285 
integrin, alpha 4 (antigen CD49D, alpha 4 subunit of VLA-4 receptor) 0.476750 
unknown  0.476777 
baculoviral IAP repeat containing 5 0.476938 
annexin A2 pseudogene 2 0.477271 
aspartylglucosaminidase 0.477509 
EPH receptor A4 0.477519 
synaptotagmin binding, cytoplasmic RNA interacting protein 0.477576 
long intergenic non-protein coding RNA 869 0.477845 
coiled-coil domain containing 89 0.477847 
interleukin 11 receptor, alpha 0.477960 
transmembrane protein 87B 0.478405 
RAB27B, member RAS oncogene family 0.478751 
nucleotide binding protein-like 0.478948 
transmembrane protein 55A 0.479064 
transmembrane protein 237 0.479334 
microRNA 4691///NADH dehydrogenase (ubiquinone)                                                                                                
Fe-S protein 8, 23kDa (NADH-coenzyme Q reductase) 
0.479558 
ZW10 interacting kinetochore protein 0.479732 
guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 11 0.480391 
wingless-type MMTV integration site family, member 5A 0.480620 
neurexophilin and PC-esterase domain family, member 3 0.480690 
ribosomal protein L27a///small nucleolar RNA, H/ACA box 3 0.481022 
integrin, alpha 6 0.481035 
zinc finger E-box binding homeobox 2 0.481626 
pyrophosphatase (inorganic) 2 0.481631 
angiomotin like 1 0.481728 
low density lipoprotein receptor-related protein 8, apolipoprotein e receptor 0.481810 
chromosome 1 open reading frame 85 0.481840 
stathmin-like 3 0.481857 
unknown  0.482220 
lxii 
 
CD47 molecule 0.482290 
signal sequence receptor, alpha 0.482530 
intraflagellar transport 52 homolog (Chlamydomonas) 0.482687 
suppressor of cytokine signaling 6 0.483030 
ectodermal-neural cortex 1 (with BTB domain) 0.483068 
mannosidase, alpha, class 1A, member 2 0.483130 
small VCP/p97-interacting protein 0.483217 
antigen identified by monoclonal antibody Ki-67 0.483512 
ORAI calcium release-activated calcium modulator 2 0.483818 
period circadian clock 2 0.483986 
uncoupling protein 2 (mitochondrial, proton carrier) 0.484189 
metadherin 0.484346 
NSFL1 (p97) cofactor (p47) 0.484599 
RAD18 homolog (S. cerevisiae) 0.484854 
neurogenic locus notch homolog protein 2-like///neurogenic locus notch homolog protein 
2-like///notch 2///notch 2 N-terminal like 
0.485020 
solute carrier family 35, member B3 0.485116 
ubiquitin specific peptidase 15 0.485125 
CDC42 effector protein (Rho GTPase binding) 3 0.485354 
primase, DNA, polypeptide 1 (49kDa) 0.485389 
egl nine homolog 3 (C. elegans) 0.485444 
KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) containing 2 0.485638 
membrane-associated ring finger (C3HC4) 5 0.485752 
unknown  0.485785 
adenylate kinase 3 0.485805 
unknown  0.485850 
unknown  0.485880 
acyl-CoA dehydrogenase, short/branched chain 0.486178 
NULL 0.486238 
mitochondrial trans-2-enoyl-CoA reductase 0.486362 
synaptosomal-associated protein, 29kDa 0.486400 
microRNA 3917///stathmin 1 0.486623 
PWP1 homolog (S. cerevisiae) 0.486635 
CXXC finger protein 5 0.486738 
Dmx-like 2 0.486971 
uncharacterized LOC654433 0.487161 
kinesin family member 20A 0.487204 
lxiii 
 
thymosin beta-15B-like///thymosin beta 15a///thymosin beta 15B 0.487210 
integrin, alpha 2 (CD49B, alpha 2 subunit of VLA-2 receptor) 0.487264 
motile sperm domain containing 3 0.487398 
dpy-19-like 4 (C. elegans) 0.487504 
cylindromatosis (turban tumor syndrome) 0.487752 
exonuclease NEF-sp 0.487917 
cell division cycle 6 0.488107 
collagen, type XI, alpha 1 0.488122 
HOXD cluster antisense RNA 2 0.488190 
pleckstrin and Sec7 domain containing 3 0.488301 
phosphodiesterase 7B 0.488846 
phosphatidylinositol transfer protein, alpha 0.488925 
unknown  0.488945 
hyaluronan synthase 2 0.488953 
eukaryotic translation initiation factor 2, subunit 1 alpha, 35kDa 0.489054 
spectrin, beta, non-erythrocytic 1 0.489194 
insulin-like growth factor binding protein 1 0.489205 
ring finger protein 145 0.489251 
KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) endoplasmic reticulum protein retention receptor 3 0.489521 
unknown  0.489754 
solute carrier family 35, member E3 0.489860 
cell division cycle associated 3 0.489911 
NULL///NULL 0.490024 
exonuclease 1 0.490690 
LIM domain 7 0.490830 
heparin-binding EGF-like growth factor 0.490873 
cAMP-regulated phosphoprotein, 21kDa 0.490880 
eukaryotic translation initiation factor 2 alpha kinase 4 0.491023 
ankyrin repeat and KH domain containing 1///ANKHD1-EIF4EBP3 readthrough 0.491147 
actin binding LIM protein 1 0.491303 
discoidin, CUB and LCCL domain containing 2 0.491338 
myosin, heavy chain 3, skeletal muscle, embryonic 0.491471 
PDZ and LIM domain 7 (enigma) 0.491674 
WD repeat domain 20 0.491700 
TRIO and F-actin binding protein 0.491715 
NULL///NULL 0.491739 
tubulin folding cofactor D 0.491793 
lxiv 
 
dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 3-like///                                                                       
mitogen-activated protein kinase kinase 3 
0.491825 
translocase of outer mitochondrial membrane 20 homolog (yeast) 0.491987 
mitochondrial pyruvate carrier 1 0.492291 
quinone oxidoreductase-like protein 2 pseudogene 0.492614 
Fanconi anemia, complementation group I 0.493041 
uncharacterized LOC100506651 0.493127 
core 1 synthase, glycoprotein-N-acetylgalactosamine 3-beta-galactosyltransferase, 1 0.493177 
squalene epoxidase 0.493231 
lamin B1 0.493667 
GLI pathogenesis-related 1 0.493951 
phosphotriesterase related 0.494070 
transmembrane protein 119 0.494248 
itchy E3 ubiquitin protein ligase 0.494324 
metadherin 0.494356 
unknown  0.494359 
synovial sarcoma, X breakpoint 2 interacting protein 0.494407 
proline rich 7 (synaptic) 0.494499 
WD repeat domain 61 0.494542 
frizzled family receptor 8 0.494794 
FERM domain containing 6 0.494796 
adaptor-related protein complex 5, sigma 1 subunit 0.494992 
aldehyde dehydrogenase 3 family, member B1 0.495127 
uncharacterized LOC100127974 0.495236 
S100 calcium binding protein A13 0.495262 
ubiquitin specific peptidase 1 0.495314 
multiple coagulation factor deficiency 2 0.495330 
G protein-coupled receptor 1 0.495349 
Ral GTPase activating protein, beta subunit (non-catalytic) 0.495737 
ubiquitin associated protein 2-like 0.495824 
La ribonucleoprotein domain family, member 1B 0.495913 
leucine rich repeat containing 8 family, member B 0.495968 
LYR motif containing 5 0.496082 
ARP1 actin-related protein 1 homolog B, centractin beta (yeast) 0.496223 
kelch-like family member 5 0.496233 
transmembrane protein 80 0.496581 
tryptophanyl tRNA synthetase 2, mitochondrial 0.496950 
lxv 
 
unknown  0.496968 
trafficking protein particle complex 6A 0.496989 
unknown  0.497075 
notch 3 0.497134 
myotilin 0.497446 
septin 7 0.497571 
dipeptidyl-peptidase 7 0.497644 
methylthioadenosine phosphorylase 0.497683 
TRIO and F-actin binding protein 0.497737 
protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 13                                                                 
(APO-1/CD95 (Fas)-associated phosphatase) 
0.497744 
FK506 binding protein 14, 22 kDa 0.497868 
farnesyl diphosphate synthase 0.498658 
nuclear transcription factor Y, alpha 0.498727 
unknown  0.498808 
troponin C type 1 (slow) 0.498819 
pericentriolar material 1 0.498837 
RAB GTPase activating protein 1-like 0.498919 
coatomer protein complex, subunit gamma 2 0.499018 
ATPase, Ca++ transporting, type 2C, member 1 0.499483 
succinate-CoA ligase, GDP-forming, beta subunit 0.499492 
metallo-beta-lactamase domain containing 2 0.499886 
 
lxvi 
 
表 3 発現が増加し GOで biological process に分類された因子 
GO ACCESSION GO Term p-value corrected  
p-value 
Count in 
Selection 
Count in 
Total 
GO:0006334 nucleosome assembly 3.28E-30 4.85E-26 47 139 
GO:0065004 protein-DNA complex assembly 6.28E-30 7.42E-26 50 162 
GO:0031497 chromatin assembly 1.97E-29 1.94E-25 48 151 
GO:0034728 nucleosome organization 7.09E-28 5.24E-24 48 162 
GO:0071824 protein-DNA complex subunit organization 6.77E-28 5.24E-24 51 185 
GO:0006333 chromatin assembly or disassembly 8.04E-28 5.28E-24 49 170 
GO:0006323 DNA packaging 1.05E-24 6.22E-21 48 188 
GO:0034622 cellular macromolecular complex assembly 1.86E-24 1.00E-20 81 544 
GO:0071103 DNA conformation change 1.04E-20 5.10E-17 52 279 
GO:0071822 protein complex subunit organization 2.94E-18 1.33E-14 121 1294 
GO:0065003 macromolecular complex assembly 8.29E-18 3.50E-14 107 1089 
GO:0045653 Negative regulation of megakaryocyte 
differentiation 
2.73E-17 9.75E-14 14 17 
GO:0006461 protein complex assembly 2.97E-17 9.75E-14 95 924 
GO:0070271 protein complex biogenesis 2.97E-17 9.75E-14 95 924 
GO:0043933|GO:0034600
|GO:0034621 
macromolecular complex subunit organization 3.89E-16 1.21E-12 149 1858 
GO:0022607|GO:0071844 cellular component assembly 6.76E-16 2.00E-12 135 1625 
GO:1901533 negative regulation of hematopoietic progenitor cell 
differentiation 
3.99E-15 1.12E-11 14 21 
lxvii 
 
GO:0045652 regulation of megakaryocyte differentiation 4.17E-14 1.07E-10 15 28 
GO:0044085|GO:0071843 cellular component biogenesis 1.39E-13 3.42E-10 138 1792 
GO:0006325 chromatin organization 3.31E-13 7.83E-10 66 592 
GO:1901532 regulation of hematopoietic progenitor cell 
differentiation 
2.75E-12 6.24E-09 15 35 
GO:0034508 centromere complex assembly 4.88E-11 1.03E-07 16 48 
GO:0034080|GO:0034509 CENP-A containing nucleosome assembly 2.56E-10 4.45E-07 14 39 
GO:0006336 DNA replication-independent nucleosome assembly 2.56E-10 4.45E-07 14 39 
GO:0061641 CENP-A containing chromatin organization 2.56E-10 4.45E-07 14 39 
GO:0034724 DNA replication-independent nucleosome 
organization 
2.56E-10 4.45E-07 14 39 
GO:0031055 chromatin remodeling at centromere 5.53E-10 9.08E-07 14 41 
GO:0051276|GO:0007001
|GO:0051277 
chromosome organization 1.22E-09 1.81E-06 73 844 
GO:0043044 ATP-dependent chromatin remodeling 1.95E-09 2.68E-06 15 52 
GO:0043486 histone exchange 3.10E-09 4.16E-06 14 46 
GO:0035966 response to topologically incorrect protein 3.81E-08 4.55E-05 23 157 
GO:0006986 response to unfolded protein 6.89E-08 7.97E-05 22 150 
GO:0060968 regulation of gene silencing 7.60E-08 8.64E-05 11 34 
GO:1903707 negative regulation of hemopoiesis 1.02E-07 1.12E-04 21 130 
GO:0006402 mRNA catabolic process 1.53E-07 1.61E-04 30 246 
GO:0016043|GO:0044235
|GO:0071842 
cellular component organization 1.78E-07 1.85E-04 248 4482 
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GO:0050790 regulation of catalytic activity 2.11E-07 2.15E-04 133 2126 
GO:0045638 negative regulation of myeloid cell differentiation 2.71E-07 2.71E-04 17 93 
GO:0006605 protein targeting 3.86E-07 3.80E-04 41 433 
GO:0072594 establishment of protein localization to organelle 5.01E-07 4.85E-04 37 376 
GO:0000956 nuclear-transcribed mRNA catabolic process 5.84E-07 5.57E-04 28 234 
GO:0006338 chromatin remodeling 7.36E-07 6.69E-04 19 122 
GO:0000301 retrograde transport, vesicle recycling within Golgi 7.30E-07 6.69E-04 8 20 
GO:0051923 sulfation 7.30E-07 6.69E-04 8 20 
GO:0000723 telomere maintenance 8.18E-07 7.32E-04 15 79 
GO:0032200 telomere organization 9.68E-07 8.54E-04 15 80 
GO:0071840|GO:0071841 cellular component organization or biogenesis 1.16E-06 9.92E-04 249 4603 
GO:0002683 negative regulation of immune system process 1.19E-06 0.00100187 33 314 
GO:0051336 regulation of hydrolase activity 1.30E-06 0.00107981 87 1241 
GO:0006401 RNA catabolic process 1.33E-06 0.00109316 30 272 
GO:0043170|GO:0043283 macromolecule metabolic process 1.51E-06 0.00122491 367 7296 
GO:0065009 regulation of molecular function 2.06E-06 0.001623 149 2541 
GO:0051345 positive regulation of hydrolase activity 2.13E-06 0.00165621 65 853 
GO:0033365 protein localization to organelle 3.41E-06 0.00257932 42 487 
GO:0034035 purine ribonucleoside bisphosphate metabolic 
process 
3.67E-06 0.00268758 8 24 
GO:0050427 3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate metabolic 
process 
3.67E-06 0.00268758 8 24 
GO:0019058|GO:0019067 viral life cycle 3.89E-06 0.00279877 27 243 
lxix 
 
GO:0000042 protein targeting to Golgi 4.65E-06 0.00330718 7 18 
GO:0045637 regulation of myeloid cell differentiation 5.49E-06 0.00386018 22 178 
GO:0043085 positive regulation of catalytic activity 5.67E-06 0.00394076 91 1364 
GO:1902582 single-organism intracellular transport 6.11E-06 0.00419653 74 1064 
GO:0043547|GO:0032320
|GO:0032321|GO:003285
0|GO:0032851|GO:00328
52|GO:0032853|GO:0032
854|GO:0032855|GO:004
3089 
positive regulation of GTPase activity 6.97E-06 0.00471901 43 501 
GO:0019222 regulation of metabolic process 7.11E-06 0.00471901 303 5967 
GO:0072600 establishment of protein localization to Golgi 7.09E-06 0.00471901 7 19 
GO:0034067 protein localization to Golgi apparatus 9.92E-06 0.00650944 8 27 
GO:0043087|GO:0032312
|GO:0032313|GO:003231
4|GO:0032315|GO:00323
16|GO:0032317|GO:0032
318|GO:0032319|GO:004
3088 
regulation of GTPase activity 1.05E-05 0.00682971 45 543 
GO:0006891 intra-Golgi vesicle-mediated transport 1.28E-05 0.00820731 9 36 
GO:0046907 intracellular transport 1.85E-05 0.01174376 86 1328 
GO:0042026 protein refolding 1.91E-05 0.01198099 5 15 
GO:0044093 positive regulation of molecular function 1.93E-05 0.01198382 100 1584 
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GO:0006413|GO:0006440
|GO:0006454 
translational initiation 2.33E-05 0.01416017 23 209 
GO:0016032|GO:0022415 viral process 2.98E-05 0.01759054 56 761 
GO:0034655 nucleobase-containing compound catabolic process 3.15E-05 0.01825046 35 399 
GO:0006950 response to stress 3.39E-05 0.01942919 179 3270 
GO:0044764 multi-organism cellular process 3.57E-05 0.02008873 56 766 
GO:0042981 regulation of apoptotic process 3.56E-05 0.02008873 80 1216 
GO:0010941 regulation of cell death 3.66E-05 0.02037513 83 1275 
GO:0006996 organelle organization 4.53E-05 0.02476158 141 2521 
GO:0006584 catecholamine metabolic process 4.83E-05 0.0261959 9 42 
GO:0010942 positive regulation of cell death 4.90E-05 0.02633451 42 526 
GO:0044265|GO:0034962 cellular macromolecule catabolic process 5.19E-05 0.02763711 53 722 
GO:0043067|GO:0043070 regulation of programmed cell death 5.40E-05 0.0284959 80 1231 
GO:0009712 catechol-containing compound metabolic process 5.89E-05 0.02986784 9 43 
GO:0034032 purine nucleoside bisphosphate metabolic process 5.89E-05 0.02986784 9 43 
GO:0033865 nucleoside bisphosphate metabolic process 5.89E-05 0.02986784 9 43 
GO:0006956 complement activation 5.92E-05 0.02986784 10 53 
GO:0033875 ribonucleoside bisphosphate metabolic process 5.89E-05 0.02986784 9 43 
GO:0009812 flavonoid metabolic process 6.35E-05 0.03177856 6 18 
GO:0043030 regulation of macrophage activation 7.16E-05 0.03536332 7 26 
GO:0008626 granzyme-mediated apoptotic signaling pathway 7.30E-05 0.03536332 3 3 
GO:0016482 cytoplasmic transport 8.65E-05 0.04119095 54 773 
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GO:0000184 nuclear-transcribed mRNA catabolic process, 
nonsense-mediated decay 
8.75E-05 0.04136279 19 169 
GO:0043068|GO:0043071 positive regulation of programmed cell death 9.57E-05 0.04484484 40 507 
GO:0044403|GO:0043298
|GO:0044404 
symbiosis, encompassing mutualism through 
parasitism 
1.04E-04 0.04749234 58 834 
GO:0044419 interspecies interaction between organisms 1.04E-04 0.04749234 58 834 
GO:0061077 chaperone-mediated protein folding 1.20E-04 0.0544637 7 28 
GO:0019538|GO:0006411 protein metabolic process 1.21E-04 0.05469 211 4046 
GO:0044238 primary metabolic process 1.32E-04 0.05900144 409 8612 
GO:0008152 metabolic process 1.33E-04 0.05900144 471 10157 
GO:0019439 aromatic compound catabolic process 1.35E-04 0.05949216 36 446 
GO:0071704 organic substance metabolic process 1.37E-04 0.06006823 421 8902 
GO:0043065 positive regulation of apoptotic process 1.54E-04 0.06645128 39 501 
GO:0032774 RNA biosynthetic process 1.65E-04 0.07044525 147 2654 
GO:0060249 anatomical structure homeostasis 1.66E-04 0.07044525 22 222 
GO:0006958 complement activation, classical pathway 1.76E-04 0.07382835 8 39 
GO:0006886|GO:0032779 intracellular protein transport 1.76E-04 0.07382835 53 776 
GO:0048017 inositol lipid-mediated signaling 1.95E-04 0.08056495 18 165 
GO:0048015 phosphatidylinositol-mediated signaling 1.95E-04 0.08056495 18 165 
GO:1903706 regulation of hemopoiesis 2.03E-04 0.08313606 26 288 
GO:0017038 protein import 2.35E-04 0.09459999 14 139 
GO:0016071 mRNA metabolic process 2.38E-04 0.09507196 50 711 
GO:0006139|GO:0055134 nucleobase-containing compound metabolic process 2.42E-04 0.09546866 229 4472 
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GO:0006352 DNA-templated transcription, initiation 2.49E-04 0.09744185 23 244 
GO:0046320 regulation of fatty acid oxidation 2.54E-04 0.09872849 8 41 
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表 4 発現が増加し GOで cellular components に分類された因子 
GO ACCESSION GO Term p-value corrected 
p-value 
Count in 
Selection 
Count in 
Total 
GO:0000786|GO:0005718 nucleosome 3.77E-39 2.22E-34 47 96 
GO:0044815 DNA packaging complex 1.38E-37 4.08E-33 47 102 
GO:0032993 protein-DNA complex 1.34E-31 2.64E-27 49 144 
GO:0000785|GO:0005717 chromatin 1.14E-17 4.49E-14 56 359 
GO:0005634 nucleus 3.49E-12 7.63E-09 357 6394 
GO:0044427 chromosomal part 1.03E-10 2.10E-07 62 627 
GO:0005622 intracellular 2.39E-08 2.94E-05 611 13150 
GO:0005694 chromosome 3.85E-08 4.55E-05 62 729 
GO:0016281 eukaryotic translation initiation factor 4F complex 1.05E-06 9.11E-04 7 15 
GO:0043231 intracellular membrane-bounded organelle 2.52E-05 0.01505452 477 10124 
GO:0043227 membrane-bounded organelle 3.02E-05 0.01765057 480 10211 
GO:0044424 intracellular part 4.46E-05 0.02460141 581 12822 
GO:0005654 nucleoplasm 7.97E-05 0.03826022 92 1482 
GO:0044428 nuclear part 1.04E-04 0.04749234 176 3249 
GO:0005829 cytosol 2.42E-04 0.09546866 151 2783 
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表 5 発現が増加し GOでmolecular function に分類された因子 
GO ACCESSION GO Term p-value corrected  
p-value 
Count in 
Selection 
Count in 
Total 
GO:0046982 protein heterodimerization activity 3.02E-14 8.11E-11 57 441 
GO:0003676 nucleic acid binding 1.18E-10 2.32E-07 222 3610 
GO:0008047 enzyme activator activity 3.01E-10 5.08E-07 51 464 
GO:0060589 nucleoside-triphosphatase regulator activity 6.34E-10 1.01E-06 42 347 
GO:0003677 DNA binding 9.70E-10 1.51E-06 165 2511 
GO:0005096|GO:0005097
|GO:0005098|GO:000509
9|GO:0005100|GO:00051
01|GO:0008060|GO:0017
123|GO:0030675|GO:004
6582 
GTPase activator activity 1.06E-09 1.61E-06 37 286 
GO:0004062 aryl sulfotransferase activity 1.69E-09 2.43E-06 7 8 
GO:1901363 heterocyclic compound binding 1.89E-09 2.66E-06 316 5758 
GO:0097159 organic cyclic compound binding 3.89E-09 5.10E-06 318 5838 
GO:0030695|GO:0005083 GTPase regulator activity 7.89E-09 1.01E-05 39 335 
GO:0046983 protein dimerization activity 1.83E-08 2.30E-05 82 1055 
GO:0008237 metallopeptidase activity 9.92E-08 1.11E-04 28 215 
GO:0030234 enzyme regulator activity 1.31E-07 1.41E-04 72 926 
GO:0008270 zinc ion binding 1.58E-06 0.0012611 128 2043 
GO:0098772 molecular function regulator 2.21E-06 0.00169273 83 1201 
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GO:0046914 transition metal ion binding 3.69E-06 0.00268758 139 2300 
GO:0005488 binding 2.30E-05 0.01416017 630 14058 
GO:0008146 sulfotransferase activity 2.42E-05 0.01457202 11 58 
GO:0030621 U4 snRNA binding 7.30E-05 0.03536332 3 3 
GO:0047894 flavonol 3-sulfotransferase activity 7.30E-05 0.03536332 3 3 
GO:0016782 transferase activity, transferring sulfur-containing 
groups 
1.46E-04 0.0632369 11 70 
GO:0008026 ATP-dependent helicase activity 2.35E-04 0.09459999 16 139 
GO:0070035 purine NTP-dependent helicase activity 2.35E-04 0.09459999 16 139 
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表 6 発現が減少し GOで biological process に分類された因子 
GO ACCESSION GO Term p-value corrected  
p-value 
Count in 
Selection 
Count in 
Total 
GO:0045653 negative regulation of megakaryocyte 
differentiation 
1.76E-16 1.19E-11 14 17 
GO:0031055 chromatin remodeling at centromere 6.11E-15 2.06E-10 19 41 
GO:0034080|GO:0034509 CENP-A containing nucleosome assembly 3.48E-14 2.93E-10 18 39 
GO:0006336 DNA replication-independent nucleosome assembly 3.48E-14 2.93E-10 18 39 
GO:0061641 CENP-A containing chromatin organization 3.48E-14 2.93E-10 18 39 
GO:0000278 mitotic cell cycle 2.20E-14 2.93E-10 85 732 
GO:1901533 negative regulation of hematopoietic progenitor cell 
differentiation 
2.52E-14 2.93E-10 14 21 
GO:0034724 DNA replication-independent nucleosome 
organization 
3.48E-14 2.93E-10 18 39 
GO:0043486 histone exchange 8.27E-14 6.18E-10 19 46 
GO:0034508 centromere complex assembly 2.10E-13 1.41E-09 19 48 
GO:0045652 regulation of megakaryocyte differentiation 2.91E-13 1.63E-09 15 28 
GO:0022402 cell cycle process 2.85E-13 1.63E-09 105 1048 
GO:0043044 ATP-dependent chromatin remodeling 1.16E-12 5.93E-09 19 52 
GO:0006259|GO:0055132 DNA metabolic process 1.24E-12 5.93E-09 84 773 
GO:0007049 cell cycle 4.47E-12 1.88E-08 119 1307 
GO:1903047 mitotic cell cycle process 1.65E-11 5.29E-08 73 659 
GO:1901532 regulation of hematopoietic progenitor cell 1.84E-11 5.64E-08 15 35 
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differentiation 
GO:0071103 DNA conformation change 3.81E-11 1.11E-07 42 279 
GO:0098763 mitotic cell cycle phase 6.95E-10 1.87E-06 38 259 
GO:0006323 DNA packaging 1.48E-09 3.83E-06 31 188 
GO:0045638 negative regulation of myeloid cell differentiation 2.07E-09 5.17E-06 19 93 
GO:0006333 chromatin assembly or disassembly 2.23E-09 5.35E-06 29 170 
GO:0044848 biological phase 2.31E-09 5.35E-06 43 330 
GO:0031497 chromatin assembly 2.76E-09 5.98E-06 27 151 
GO:1902589 single-organism organelle organization 2.73E-09 5.98E-06 133 1694 
GO:0006338 chromatin remodeling 2.91E-09 6.12E-06 24 122 
GO:0044763 single-organism cellular process 3.51E-09 6.93E-06 593 10705 
GO:0000723 telomere maintenance 3.94E-09 7.36E-06 19 79 
GO:0032200 telomere organization 4.94E-09 8.98E-06 19 80 
GO:0022403 cell cycle phase 5.23E-09 9.26E-06 40 302 
GO:0006996 organelle organization 5.62E-09 9.45E-06 180 2521 
GO:0016043|GO:0044235
|GO:0071842 
cellular component organization 8.00E-09 1.31E-05 286 4482 
GO:0006334 nucleosome assembly 9.40E-09 1.47E-05 25 139 
GO:0071840|GO:0071841 cellular component organization or biogenesis 9.33E-09 1.47E-05 292 4603 
GO:0034728 nucleosome organization 1.33E-08 1.95E-05 27 162 
GO:0044710 single-organism metabolic process 1.43E-08 2.04E-05 276 4298 
GO:0044699 single-organism process 2.05E-08 2.87E-05 649 12042 
GO:0065004 protein-DNA complex assembly 5.46E-08 7.20E-05 26 162 
lxxviii 
 
GO:0071824 protein-DNA complex subunit organization 6.20E-08 8.02E-05 28 185 
GO:0048285 organelle fission 1.19E-07 1.46E-04 51 486 
GO:0000087 mitotic M phase 1.71E-07 2.02E-04 20 108 
GO:0000280 nuclear division 3.33E-07 3.73E-04 48 460 
GO:0045637 regulation of myeloid cell differentiation 3.73E-07 4.04E-04 24 178 
GO:0051276|GO:0007001
|GO:0051277 
chromosome organization 6.37E-07 6.39E-04 73 844 
GO:1903707 negative regulation of hemopoiesis 9.18E-07 8.82E-04 19 130 
GO:0048015 phosphatidylinositol-mediated signaling 1.12E-06 0.00104826 24 165 
GO:0048017 inositol lipid-mediated signaling 1.12E-06 0.00104826 24 165 
GO:0007067 mitotic nuclear division 2.18E-06 0.0019836 36 323 
GO:0000279 M phase 2.49E-06 0.00223016 21 138 
GO:0051301 cell division 2.72E-06 0.00237131 46 466 
GO:0060249 anatomical structure homeostasis 2.75E-06 0.00237131 28 222 
GO:0045661 regulation of myoblast differentiation 3.81E-06 0.0032473 9 28 
GO:0045596 negative regulation of cell differentiation 7.87E-06 0.00645016 44 485 
GO:0044843 cell cycle G1/S phase transition 8.76E-06 0.00693085 22 161 
GO:0000082 G1/S transition of mitotic cell cycle 8.76E-06 0.00693085 22 161 
GO:0072359 circulatory system development 1.11E-05 0.00858373 64 769 
GO:0072358 cardiovascular system development 1.11E-05 0.00858373 64 769 
GO:0044770 cell cycle phase transition 1.38E-05 0.01045153 32 295 
GO:0044772 mitotic cell cycle phase transition 1.38E-05 0.01045153 32 295 
GO:0009411 response to UV 1.59E-05 0.01187315 17 109 
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GO:0048736 appendage development 3.43E-05 0.0235444 21 163 
GO:0060173 limb development 3.43E-05 0.0235444 21 163 
GO:0006271 DNA strand elongation involved in DNA replication 3.68E-05 0.02501498 9 36 
GO:0006352 DNA-templated transcription, initiation 4.50E-05 0.02970047 27 244 
GO:0009792 embryo development ending in birth or egg 
hatching 
5.19E-05 0.03390712 53 632 
GO:0051093 negative regulation of developmental process 5.64E-05 0.03648998 51 634 
GO:0044711 single-organism biosynthetic process 5.72E-05 0.03665032 90 1249 
GO:0022616 DNA strand elongation 5.85E-05 0.03711903 9 38 
GO:0007507|GO:0007511 heart development 6.73E-05 0.0418921 40 437 
GO:0043009 chordate embryonic development 6.89E-05 0.04250851 52 623 
GO:0010880 regulation of release of sequestered calcium ion into 
cytosol by sarcoplasmic reticulum 
9.46E-05 0.05781153 7 24 
GO:0002683 negative regulation of immune system process 1.12E-04 0.06754604 30 314 
GO:0051147 regulation of muscle cell differentiation 1.16E-04 0.06853665 17 127 
GO:0035108 limb morphogenesis 1.20E-04 0.06954624 19 152 
GO:0035107 appendage morphogenesis 1.20E-04 0.06954624 19 152 
GO:0006270|GO:0042024 DNA replication initiation 1.26E-04 0.07117447 7 25 
GO:0010881 regulation of cardiac muscle contraction by 
regulation of the release of sequestered calcium ion 
1.33E-04 0.07458677 6 18 
GO:0006281 DNA repair 1.60E-04 0.08897608 40 455 
GO:0010649 regulation of cell communication by electrical 
coupling 
1.62E-04 0.08930597 4 7 
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表 7 発現が減少し GOで cellular components に分類された因子 
GO ACCESSION GO Term p-value corrected 
p-value 
Count in 
Selection 
Count in 
Total 
GO:0031974 membrane-enclosed lumen 3.63E-12 1.63E-08 254 3583 
GO:0070013 intracellular organelle lumen 5.15E-12 1.92E-08 247 3468 
GO:0044446 intracellular organelle part 4.96E-12 1.92E-08 437 7109 
GO:0043233 organelle lumen 1.21E-11 4.30E-08 249 3532 
GO:0044422 organelle part 1.49E-11 5.01E-08 443 7277 
GO:0044428 nuclear part 2.15E-10 6.03E-07 228 3249 
GO:0044427 chromosomal part 3.42E-09 6.93E-06 63 627 
GO:0005694 chromosome 3.83E-09 7.36E-06 71 729 
GO:0005654 nucleoplasm 5.57E-09 9.45E-06 120 1482 
GO:0044815 DNA packaging complex 1.21E-08 1.81E-05 20 102 
GO:0031981 nuclear lumen 4.50E-08 6.18E-05 196 2862 
GO:0043226 organelle 4.63E-08 6.22E-05 614 11302 
GO:0005737 cytoplasm 6.58E-08 8.34E-05 546 9840 
GO:0043227 membrane-bounded organelle 1.56E-07 1.87E-04 561 10211 
GO:0043229 intracellular organelle 1.97E-07 2.28E-04 604 11161 
GO:0032991 macromolecular complex 2.68E-07 3.05E-04 281 4527 
GO:0032993 protein-DNA complex 3.46E-07 3.82E-04 22 144 
GO:0043234 protein complex 4.52E-07 4.75E-04 240 3771 
GO:0044424 intracellular part 4.74E-07 4.91E-04 676 12822 
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GO:0000786|GO:0005718 nucleosome 5.81E-07 5.92E-04 17 96 
GO:0043231 intracellular membrane-bounded organelle 6.76E-07 6.68E-04 553 10124 
GO:0044444 cytoplasmic part 8.92E-07 8.69E-04 420 7353 
GO:0005622 intracellular 1.24E-06 0.00114645 688 13150 
GO:0044420 extracellular matrix component 3.97E-06 0.00333419 21 142 
GO:0005634 nucleus 1.61E-05 0.01187315 364 6394 
GO:0000775|GO:0097521 chromosome, centromeric region 1.74E-05 0.01270658 22 168 
GO:0015629 actin cytoskeleton 2.66E-05 0.01926778 41 434 
GO:0000776|GO:0005699 kinetochore 2.90E-05 0.02071841 17 114 
GO:0043232 intracellular non-membrane-bounded organelle 3.80E-05 0.02528648 246 4114 
GO:0043228 non-membrane-bounded organelle 3.80E-05 0.02528648 246 4114 
GO:0098687 chromosomal region 6.40E-05 0.04021086 25 222 
GO:0044432 endoplasmic reticulum part 9.87E-05 0.05978309 74 994 
GO:0005578 proteinaceous extracellular matrix 1.15E-04 0.06822881 34 358 
GO:0000785|GO:0005717 chromatin 1.21E-04 0.06954624 33 359 
GO:0000793 condensed chromosome 1.24E-04 0.07065234 21 191 
GO:0031012 extracellular matrix 1.73E-04 0.09438124 38 426 
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表 8 発現が減少し GOでmolecular function に分類された因子 
GO ACCESSION GO Term p-value corrected 
p-value 
Count in 
Selection 
Count in 
Total 
GO:0004556 alpha-amylase activity 1.18E-08 1.80E-05 6 6 
GO:0016160 amylase activity 7.91E-08 9.85E-05 6 7 
GO:0005515|GO:0045308 protein binding 4.47E-07 4.75E-04 575 10618 
GO:0046983 protein dimerization activity 2.67E-06 0.00235859 84 1055 
GO:0046982 protein heterodimerization activity 7.82E-06 0.00645016 43 441 
GO:0003697|GO:0003698
|GO:0003699 
single-stranded DNA binding 8.04E-06 0.00651581 15 83 
GO:0043566 structure-specific DNA binding 2.93E-05 0.02077301 29 265 
GO:0008092 cytoskeletal protein binding 3.14E-05 0.02201769 61 747 
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